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L’arthrose (OA) est une maladie multifactorielle dans laquelle chacun des différents
tissus de l’articulation joue un rôle. La membrane synoviale, le cartilage et l’os sous
chondral communiquent les uns avec les autres lors du développement de la pathologie.
Plusieurs protéines voient leur expression modifiée dans les tissus OA. Ohshima et u!.
(2003) ont identifié la galectine-3 (gal-3) chez les patients OA au niveau du pannus. qui
est une hyperplasie de la membrane synoviale prenant place sur le cartilage et l’os. De
plus, les macrophages présents dans le pannus ont la capacité de sécréter de grandes
quantités de gal-3.
Comme le rôle de la gal-3 dans le développement de l’arthrose est encore inconnu, ce
projet de recherche visait donc à découvrir l’importance de cette protéine dans les tissus
OA. Nous avons démontré que. in vivo, la gal-3 extracellulaire induit une dégénération
des tissus de l’articulation. Ensuite, la stimulation de chondrocytes OA avec gal-3 a
augmenté l’expression d’ADAMTS-5 et de MMP-3, deux enzymes jouant un rôle clé
dans la dégradation de la matrice cartilagineuse de l’articulation.
Des ostéoblastes issus de l’os sous-chondral OA incubés avec gal-3 ont démontré une
modification de leur phénotype caractérisé par une baisse de leur expression
d’ ostéocalcine, suggéreant une dédifférentiation des ostéoblastes. Une augmentation de
l’expression de RANKL, un facteur favorisant la résorption osseuse, par les ostéoblastes
suite à une stimulation avec gaL-3 fut observée, tout comme une augmentation de
l’expression d’OPG, impliqué dans l’arrêt de la résorption osseuse. Comme un ratio
RANKL/OPG positif est un indicateur de la résorption osseuse et que l’augmentation de
Fexpression de RANKL et d’OPG par gal-3 augmente ce ratio, il semblerait que gal-3
favorise la résorption osseuse. La dimérisation de gal-3 est essentielle dans l’initiation
de la réponse des ostéoblastes.
Ces résultats suggèrent donc que la gal-3. présente au niveau du pannus lors de l’OA.














Osteoarthritis (OA) is a multifactorial disease in which the various tissues of the
articulation ail play a role. The synovium, the cartilage and the subchondral bone
communicate together during the establishment of the pathology. The expression level
ofseveral proteins is rnodified in OA. Ohshima et al. (2003) identified galectin-3 (gal-3)
at the level of the pannus, an hyperplasia of the synovium touching bone and cartilage,
in OA patients. Moreover, macrophages found at the paimus can secrete great quantities
of gal-3.
Since the role of gal-3 in the etiology ofOA is stiil unknown. this reseach project aimed
at clarifying the role of this protein in OA tissues. We demonstrated in vivo that
extracellular gal-3 induces a degradation of articular tissues. Subsequently, we showed
that OA chondrocytes stimulated with gal-3 expressed ADAMTS-5 and MMP-3, two
important enzymes in cartilage catabolism, at a level higher than normal.
OA subchondral osteoblasts incubated with gal-3 presented lower osteocalcin
expression. suggesting a dedifferentiation of those osteoblasts. An increase in the
expression of RANKL. a factor involved in bone resorption, following incubation with
gal-3 was noted, as was an increase in the expression of OPG, which plays a role in the
arrest ofbone resorption. Since a positive RANKL/OPG ratio indicates bone resorption
and that the expression ofRANKL and OPG following incubation with gal-3 raised this
ratio, gal-3 might induce bone resorption. In addition, gal-3 dimerization is necessary
for the initiation of an effect in osteoblasts by this extracellular protein.
These resuits suggest that gal-3. found at the level of the pannus in OA, might induce
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1.1. Aperçu de I’OA et du rhumatisme au Canada
L’enquête sur la santé des collectivités canadiennes (ESCC) publiée par Statistique Canada
en 2000 a démontré que près de 16% des canadiens, soit environ 4 millions, étaient atteints
d’OA et de rhumatismes. Parmi les sujets atteints d’OA, la majorité avait entre 45 et 75
ans. Les femmes formaient le deux tiers de ce groupe, et la prévalence de l’OA chez les
femmes était plus élevée que chez les hommes, soit respectivement 19 et 11%. La
prévalence de la maladie varie d’une province à l’autre, et on dénote que le Québec
présente la plus faible prévalence au pays, soit 11,5%, alors que la moyenne canadienne se
situe à 15,2%. En réponse au vieillissement de la population, il est estimé que la prévalence
de l’OA augmentera de près de 1% par année. et ce pour dépasser le cap des 20% d’ici
2026. L’étude menée par Statistique Canada a aussi évalué la qualité de vie des personnes
souffrant d’OA. En comparant les patients souffrant d’OA avec d’autres patients présentant
des problèmes de santé chroniques, les personnes atteintes d’OA étaient plus nombreuses à
indiquer qu’elles avaient dû diminuer leurs activités et se reposer dans les 2 semaines
précédant l’enquête. De plus, parmi tous les groupes d’âge, les répondants atteints d’OA
étaient ceux qui avaient le plus besoin d’aide à domicile lorsque comparés aux autres
répondants souffrant de problèmes de santé chroniques. La différence entre ces deux
groupes était de 15% chez les patients jeunes et de 20% chez les patients plus âgés. Les
patients atteints d’OA présentent aussi plus de douleur que les autres patients souffrant de
maladies chroniques: en effet, les répondants atteints d’OA sont sujets à des douleurs
d’intensité moyenne à forte à une proportion 3 fois plus élevée que celle retrouvée chez
l’autre groupe. En plus de causer des douleurs, l’OA peut aussi troubler le sommeil; ainsi,
parmi tous les groupes d’âge, les répondants atteints d’OA sont ceux qui présentent la plus
forte proportion d’individus indiquant qu’ils dorment moins de 6 heures par nuit. Tous ces
effets sur la vie quotidienne perturbent les patients, ce qui se reflète sur leur psychique. Par
conséquent, parmi tous les groupes d’âge. les patients souffrant d’OA sont plus nombreux
à présenter des signes de dépression. Finalement, les patients atteints d’OA ont été plus
nombreux que les personnes saines ou souffrants d’affectations chroniques à consulter un
médecin de première ligne (omnipraticien ou médecin de famille) au moins quatre fois au
cours de l’année précédant l’enquête. En conclusion, I’OA affecte une bonne partie de la
population canadienne et réduit grandement la qualité de vie. Cette pathologie affecte aussi
grandement le système de santé. Comme la prévalence de la maladie devrait augmenter au
cours des prochaines années, la maladie deviendra un fardeau plus important pour ce
dernier. Il est donc important de continuer la recherche sur l’OA, en espérant que des
découvertes pourront améliorer la qualité de vie des nombreuses personnes atteintes de
cette pathologie.
1.2. Symptômes et diagnostic
Les principales articulations touchées lors de l’OA sont: le genou, la hanche, les
articulations interphalangiennes distales et proxirnales des doigts, la première articulation
carpométacarpienne de la main, les articulations apophysaires cervicales et lombaires de la
colonne vertébrale et la première articulation métatarso-phalangienne du pied (KÏippeÏ et
aÏ., 2001). Les différentes démonstrations cliniques de Ï’OA sont variables d’un patient à
F autre. mais on peut dénoter un ou plusieurs de ces points chez les patients présentant la
pathologie. La principale caractéristique de l’OA est la présence de douleur au niveau des
articulations touchées. En général, cette douleur est déclanchée par le mouvement des
articulations. Au fur et à mesure que la maladie progresse. la douleur peut devenir
chronique et une douleur intense peut se présenter par épisodes. De plus, une raideur
articulaire se fait sentir au réveil ou après le repos. La douleur et la raideur articulaire
peuvent s’atténuer lorsque le patient est au repos. Par contre, chez les patients présentant
un stade OA avancé, la douleur chronique peut se faire sentir au repos et n’est nullement
diminuée suite à une réduction des mouvements (Hunter et feÏson, 2006). Généralement.
les articulations présentent une réduction de l’ampleur de leurs mouvements, ce qui est
parfois une conséquence secondaire du développement des ostéophytes. Ceux-ci sont des
protubérances chondro-osseuses provenant du périoste situé à la jonction de l’os et du
cartilage et recouvertes de fibrocartilage. Les articulations endommagées produisent aussi
des crépitements chez certains patients atteints d’OA. Finalement, la région adjacente à
l’articulation peut présenter un gonflement suite à une effusion du fluide synovial, qui
s’accumule parfois dans les articulations OA (Haq et al., 2003). Il est important de noter
jque l’un des principaux moyens de diagnostic pour l’OA est la radiographie des
articulations affectées, où la sévérité de l’OA se base sur la réduction de l’espace
articulaire. En fait, la réduction de l’espace articulaire est un indice de dégradation du
cartilage. Ainsi, une dégradation graduelle du cartilage réduit l’épaisseur de celui-ci et
rapproche donc les os de l’articulation l’un de l’autre, ce qui est visible par une réduction
de l’espace articulaire. Par contre, il a été noté que la présence de douleur et les altérations
de la fonction de l’articulation ne corrélaient pas toujours avec la réduction de l’espace
articulaire (Davis et al., 1992). Dans un tel cas, l’utilisation de la réduction de l’espace
articulaire pour diagnostiquer l’OA reste à débattre; conséquemment, l’identification de
marqueurs spécifiques à l’OA (fragments de collagène. d’aggrécane ou autre) permettrait
peut-être d’effectuer un diagnostique plus efficace. Les marqueurs isolés à partir du sérum,
du fluide synovial ou de l’urine permettraient d’obtenir une technique plus sensible et
pourrait permettre d’obtenir un diagnostic d’OA plus tôt que ne le permet la radiographie,
en plus d’être plus fiable. Toutefois, l’identification de tels marqueurs reste à confirmer
(Pzinzi et ai, 2005).
1.3. Facteurs de risques
Différents facteurs physiques et environnementaux peuvent favoriser le développement de
l’OA. Les anomalies structurales de l’articulation, tel les déformations et les mauvais
alignements des os, rendent les articulations plus vulnérables à l’OA. Par exemple,
certaines déformations prenant place lors du développement, comme la dislocation
congénitale, impliquant une subluxation de la hanche, une dislocation de la hanche et
dysplasie de l’acétabulum. et la maladie Legg-Perthes, où une nécrose prend place dans la
tête fémorale suite à un mauvais apport sanguin lors de l’ossificaion endochondrale,
amènent le patient à développer de l’OA. De plus, des blessures majeures aux articulations
augmentent le risque de développer de l’OA plus tard dans la vie du patient. Également, les
athlètes pratiquant des sports tel que le soccer, le football et la course à un niveau avancé et
compétitif sont plus à risque de développer de l’OA que des gens ne pratiquant pas ces
activités (Lane et Buck-ivalter. 1993). Dans le cas des blessures et de la pratique de sports
de haut niveau, une des hypothèses est que les dommages encourus par le cartilage altèrent
ses propriétés et le fragilisent, ce qui favorise ainsi l’évolution de l’OA. Les activités
4quotidiennes comme le travail influence aussi le développement de l’OA. Il a été démontré
que les agriculteurs sont à plus haut risque de développer de l’OA de la hanche que les
travailleurs plus sédentaires. Certains mouvements faits de façon répétitive lors du travail
favorisent l’initiation de l’OA dans les articulations impliquées dans ce mouvement: en
effet, les poseurs de tapis, qui doivent se mettre à genoux régulièrement, sont plus à risque
de développer de l’OA au niveau des genoux (Kimivaji et aÏ, 1992).
Il semble que, selon le site touché, l’OA pourrait être jusqu’à un certain point causée par
des facteurs génétiques et héréditaires. En effet, il semble que chez les patients
développant la maladie à un jeune âge, l’hérédité est beaucoup plus en cause quelle ne
l’est chez les individus développant la pathologie à un âge plus avancé. L’articulation
affectée témoigne aussi l’importance de l’hérédité dans l’initiation de la maladie; ainsi, il
semblerait que les facteurs génétiques héréditaires soient impliqués à 50% dans l’initiation
de l’OA de la hanche, alors que cette proportion se situe entre 10% et 30% pour FOA du
genou (Demissie et aÏ, 2002 et Spector et aï, 1996). D’un autre côté, il semblerait, tel que
vu par radiographie, que la densité osseuse plus élevée chez les patients OA que chez les
sujets sains d’âge et de sexe semblable puisse être un facteur qui prédispose à développer
la pathologie (Dequeker, 1997): par contre, une étude effectuée sur des jumeaux n’a pas
réussi à démontrer une corrélation entre Faugmentation de la masse osseuse et le
développement de l’OA. Cette augmentation de la densité osseuse observée par
radiographie pourrait être expliquée par le fait que les ostéoblastes de l’os sous-chondral
produisent plus de matrice ostéoïde mais que celle-ci est hypominéralisée (Manseïï et ai.,
]998). Ainsi, la plus grande densité de collagène de type I dans la matrice pourrait
apparaître comme une augmentation de la densité osseuse au niveau de la radiographie. Il
est toutefois intéressant de noter que dans cette étude, une corrélation inverse est observée
entre l’OA et l’ostéoporose (Antoniades et ai, 2000). La diminution du niveau d’estradiol
chez les femmes suite à la ménopause semble aussi favoriser le développement de l’OA.
car une corrélation est observée entre un faible niveau d’estradiol. une faible quantité de
métabolites (2-hydroxyestrone) et une plus forte prévalence de l’OA (Sowers et ai, 2006).
D’autres facteurs, tel la force musculaire, peuvent influencer le développement de
l’arthrose. Chez des patients atteints d’OA du genou, il a été noté que les quadriceps
5étaient plus faibles que chez les individus d’un groupe contrôle, et ce sans qu’il y ait
d’atrophie musculaire (Siemenda et aï., 1997). L’obésité représente un autre facteur
pouvant favoriser l’apparition de l’OA. En effet, les individus présentant un surplus de
poids développent de larthrose de façon précoce lorsque comparés aux individus de masse
corporelle normale (feÏson et al., 1988). L’obésité est non seulement un facteur de risque
pour l’apparition de l’ostéoarthrose. mais elle favorise aussi la progression de la pathologie
(Dougados et aÏ., 1992). Les individus obèses atteints d’OA présentent la pathologie
principalement au niveau du genou, et une perte de poids de ces individus peut prévenir
l’apparition d’OA (felson et aÏ, 1998).
1.4. Structure de l’articulation
Au niveau du système musculo-squelettique, les articulations peuvent être considérées
comme des organes effectuant une fonction spécifique: permettre le mouvement. Les
articulations sont divisées en 3 catégories : les synarthroses. les amphiarthroses et les
diarthroses. Comme elles offrent tine plus grande possibilité de mouvement, les diarthroses
seront décrites plus en détails dans cette section. Chaque articulation comprend plusieurs
types de tissus qui sont tous essentiels au bon fonctionnement de cette structure. En fait, la
structure de chaque articulation évolua de façon à devenir parfaitement conçue pour
soutenir les forces mécaniques auxquelles elle fait face (Boegard et al., 2001). La partie
externe de l’articulation comprend la capsule, qui est attachée au périoste ou au
périchondrium de la diarthrose (figure 1). Reliée à la capsule, la membrane synoviale fait
face à l’espace articulaire. La jonction entre la zone sous-intimale de la membrane
synoviale et la capsule est indistincte. Avec les ligaments, la capsule est responsable de
maintenir le contact entre tes deux os de l’articulation. Dans certaines articulations, comme
le genou, un ménisque est présent entre les deux surfaces cartilagineuses des articulations.
Celui-ci est fait de fibrocartilage et aide à l’absorption des chocs et à la distribution les
forces. Les extrémités osseuses sont recouvertes de cartilage hyalin, qui absorbe les chocs,
et la cavité articulaire est remplie de fluide synovial, ce qui permet une lubrification de
l’articulation, réduisant ainsi la friction. Histologiquement, les tissus de l’articulation
présentent des caractéristiques importantes au niveau de leur fonction: une population
6cellulaire stable, un ratio élevé de la matrice extracellulaire aux cellules et la capacité de
soutenir des stress mécaniques de durée et fréquence variable. De plus, l’absence de
vaisseaux sanguins au niveau du cartilage empêche la mise en place d’une réponse
inflammatoire classique, impliquant vasodilatation, exudation et invasion du site inflammé
par les leukocytes; en l’absence la réponse classique, le cartilage répond aux dommages
avec une réaction inflammatoire qui lui est propre (Brandi et aÏ., 2003). La constitution du
cartilage, de l’os, de la membrane synoviale sera discutée plus en détails dans cette section.
1.5. Cartilage
Le cartilage joue un rôle essentiel au niveau de l’articulation, où il permet la distribution




figure 1 Structure d’une articulation. Adapté de Wieland et ai, 2005.
fonction. Le cartilage est composé de 4 couches histologiquement différentes. À la surface,
7exposée au fluide synovial, se trouve la couche superficielle, qui compte la plus forte
densité cellulaire du cartilage. Les chondrocytes, cellules produisant la matrice
extracellulaire et étant localisées dans les lacunes de cette matrice, adoptent une forme
aplatie dans cette zone. Ils sont donc dispersés parallèlement à la surface du cartilage. Au
dessous de cette couche se trouve la zone transitionnelle. Les chondrocytes de cette zone
sont plus sphériques et se retrouvent parfois plusieurs dans une lacune. La zone radiale, ou
zone profonde, se trouve sous la zone transitionnelle. Bien que les deux soient difficiles à
distinguer histologiquernent, la forme ovoïde des cellules et leur alignement
perpendiculaire à la surface du cartilage permettent de tracer la ligne entre ces deux
couches. Finalement, la zone calcifiée se trouve au dessus de la jonction entre le cartilage
et l’os sous-chondral. Les chondrocytes de cette zone se font plus rares. La jonction
ostéochondrale se trouve sous le cartilage calcifiée et relie les 2 tissus l’un à l’autre. Cette
jonction ostéochondrale est présente seulement dans le cartilage articulaire.
Le cartilage hyalin. ou cartilage articulaire, est majoritairement situé à la surface des
articulations, dans les passages les plus larges des voies respiratoires, tel le nez et la
trachée, à la jonction des côtes et du sternum et dans les plaques de croissance des os
longs, où il est appelé cartilage de conjugaison. Le cartilage est toujours avasculaire et ne
contient aucun nerf ni vaisseau lymphatique. L’apport nutritif des chondrocytes du
cartilage articulaire se fait en partie par le fluide synovial secrété par les fibroblastes de la
membrane synoviale et par les vaisseaux sanguins présents dans l’os sous-chondral. Le
périchondrium peut. de par les cellules chondrogéniques qu’il contient, initier la
regénération du cartilage. Comme le cartilage articulaire est dénué de périchondrium. il ne
peut pas se régénérer à la suite de dommages.
La matrice extracellulaire représente la majeure partie du cartilage adulte. Secrétée par les
chondrocytes. elle forme un réseau de fibres de collagène, de protéoglycanes, de
glycoprotéines et d’autres protéines spécifiques au cartilage auxquelles l’eau s’associe. En
fait, 65-70% de la masse du cartilage est composée d’eau, ce qui favorise la déformation
du tissu et l’absorption de chocs. Le second élément le plus important de la composition du
cartilage est le collagène de type II. Ce dernier est constitué de trois chaînes al qui
8s’associent pour former une superhélice. Initialement, le collagène type II est secrété par
les chondrocytes sous la forme de pro-collagène et est coupé par différentes enzymes
extracellulaires. Une fois coupé, les trois chaînes Œ s’associent pour former une hélice de
collagène, puis ces hélices se regroupent potir former une fibrille. Ces dernières
s’assemblent sous la forme d’arcs dans la matrice extracellulaire, soient perpendiculaires à
la surface du cartilage dans les zones profondes et parallèles à la surface dans les zones
superficielles, et distribuent ainsi les forces et la pression exercées sur le tissu. La matrice
extracellulaire contient aussi d’autres types de collagènes, comme le collagène de type IX.
Ce dernier est composé de trois chaînes encodées par des gènes différents. Dans la zone
calcifiée du cartilage, la matrice contient principalement des cristaux d’apatite de calcium
(Reveil et aÏ.. 1990). Responsable de l’hydratation du cartilage, l’aggrécane constitue 90%
des protéoglycanes présents dans le cartilage. Ce protéoglycane est composé d’une
protéine centrale, à laquelle sont attachés des glycosaminoglycanes, majoritairement des
molécules de chondroïtine sulfate et quelques kératanes sulfates. Quelques
oligosaccharides y sont aussi liés (Reginster et al., 1999). Une fois excrétée, l’aggrécane
forme des aggrégats en se liant à l’hyaluronate par son domaine Gi situé en N-terminal.
Environ 200 molécules d’aggrécane peuvent se lier à une molécule d’hyaluronate. D’autres
protéoglycanes sont présents dans le cartilage, comme le biglycane, déconne.
fibromoduline. anchorine. versicane. perlicane. lurnicane. chondroacherine et la protéine
riche en arginine qui se termine par une région riche en leucine (PRELP) (Isenberg et al.,
2001; KlippeÏ et al., 2001).
1.6. Os
Les os possèdent d’importantes fonctions physiologiques. En plus de supporter le corps et
les charges qui y sont exercées, ils sont responsables de la rigidité qui permet la
locomotion. Certains os, comme la cage thoracique et le crâne, sont chargés de protéger les
organes internes. Les os servent de réservoir à près de 90% du calcium présent dans le
corps humain et contiennent aussi du phosphate et d’autres minéraux. Trois types
cellulaires se retrouvent dans l’os les ostéoblastes, les ostéocytes et les ostéoclastes
(Vatider et al., 2001). Les ostéoblastes sont responsables de la synthèse de la matrice
extracellulaire et sont issus des cellules mésenchymateuses. Ils répondent aux différents
9facteurs endocriniens et aux stress mécaniques tout en dirigeant la minéralisation de la
matrice osseuse. Issus des ostéoblastes, les ostéocytes sont emprisonnés dans la matrice
minéralisée. Responsables de la résorption osseuse, les ostéoclastes sont multinucléés et
d’origine hématopoïétique. Tout comme pour le cartilage, les cellules du tissu osseux sont
emprisonnées dans une matrice extracellulaire. Par contre, celle-ci est minéralisée et sert de
source de calcium et de phosphate pour l’ensemble de l’organisme, tout en apportant la
rigidité caractéristique du squelette. Le phosphate et le calcium sont entreposés sous
formes de cristaux d’hydroxyapatite [(Ca5(P04)3(OH)2]. La matrice osseuse est composée
à 90% de collagène de type I. Les 10% restants sont composés des cristaux
d’hydroxyapatite et de différentes protéines caractéristiques de l’os, comme l’ostéocalcine
(OC), l’ostéonectine, la sialoprotéine osseuse (BSP), l’ostéopontine et des protéoglycanes
comme la déconne et le biglycane. La structure de l’os compact comprend une multitude
d’ostéons. Ceux-ci sont constitués d’un canal harvésien en leur centre et de plusieurs
lamelles concentriques. Chaque ostéon est encerclé d’une couche de cément. Les
ostéocytes sont disposés de façon concentrique dans les ostéons et communiquent entre
eux grâce à leurs extensions cellulaires (Junqueira et ai, 2003). L’os trabéculaire est fait de
plusieurs cavités connectées entre elles, ce qui lui donne un aspect spongieux. Il est situé à
l’intérieur des épiphyses et est entouré d’os compact (Gartner et ai., 2000).
Le remodelage osseux joue un rôle important dans l’homéostasie du tissu et les apports en
minéraux et ce tout au long de la vie d’un vertébré. Ainsi, les cellules de l’os peuvent
communiquer entre elles et gérer le remodelage osseux L’ostéoclasie, soit le processus de
résorption osseuse prenant place suite à l’attaque de l’os par les ostéoclastes, peut être
initiée par l’hormone parathyroïdienne (PTH) et le 1 ,25-dihydroxycholecalciferol (forme
active de la vitamine D3); de plus, le processus peut être inhibé lors de la liaison de
calcitonine aux ostéoclastes (Rang et aÏ., 2003). Différentes étapes sont impliquées dans
l’ostéoclasie. Premièrement, les ostéoclastes activés doivent migrer vers le site de
résorption. Ensuite, ils adhèrent à la surface osseuse et réarrangent leurs domaines
membranaires pour générer entre autre la bordttre en brosse. Dans cet espace clos créé par
l’ostéoclaste, la dissolution de la matrice calficiée prend place suite à l’acidification de
l’environnement. La bordure en brosse contient une pompe à proton, qui sécrète des ions
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H+. et aussi différentes enzymes pouvant dégrader la matrice, comme des métalloprotéases
matricielles (MMPs) et des cathepsines. Une fois la résorption tenninée. les ostéoclastes
meurent par apoptose ou redeviennent quiescents (Vinnen et aÏ, 2000). La
communication entre les ostéoblastes et l’implication de la triade du récepteur activateur
du facteur nucléaire kappa B (RANK), du ligand du récepteur activateur du facteur
nucléaire kappa B (RANKL) et de l’ostéoprotégérine (OPG) est essentielle à la résorption
osseuse. En réponse à une stimulation par la PlI-1 ou la vitamine D3, les ostéoblastes
expriment RANKL à leur surface. Les précurseurs des ostéoclastes, quant à eux, expriment
RANK. La liaison de RANKL/RANK initie la maturation des ostéoclastes et ainsi la
résorption osseuse. Les ostéoblastes peuvent contrôler l’activation des ostéoclastes en
produisant l’OPG, un récepteur soluble de RANKL qui compétitionne avec RANK pour
son site de liaison (Martin, 2004, figure 2). Suite à la résorption, les ostéoblastes
entreprennent la reconstruction de la matrice en déposant une nouvelle matrice qui sera
ensuite minéralisée. Chez les adultes, ces deux phases s’équilibrent pour maintenir la
masse osseuse totale. Par contre, l’équilibre entre la régénération et la résorption peut être
altérée lors de l’ostéoporose et l’ostéopétrose. L’élément déclenchant la régénération est
toujours inconnu, mais comme il est connu que l’os contient différents facteurs de
croissance dans sa matrice (PDGF, FGF, 10F, IGf, BMP). il est possible que la
dégradation de la matrice par les ostéoclastes libère ces derniers, ce qui initie ainsi la






Figure 2: Régulation de l’activité des ostéoclastes par RANK/RANKL/OPG (Martin, 2004)
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L’os peut être généré de deux façons, soit par ossification intramembranaire ou par
ossification endochondrale. Les os longs impliqués dans l’OA sont générés par ossification
endochondrale. Lors de l’ernbryogenèse, du cartilage hyalin forme une version miniature
de l’os à être généré. Un collier osseux apparaît sur la surface externe de la section centrale
du modèle cartilagineux. Le cartilage situé à l’intérieur du collier osseux entame ensuite un
processus de calcification impliquant l’hypertrophie et l’apoptose des chondrocytes.
Commençant au centre de la diaphyse, des vaisseaux sanguins entrent dans la matrice
calcifiée par une ouverture créée par des ostéoclastes. Ceci permet aux cellules
ostéoprogénitrices d’accéder à la matrice calcifiée et dy déposer des ostéoblastes, qui
initient l’ossification de la matrice, ce qui génère le premier foyer dossification. Par la
suite, un processus similaire prend place aux épiphyses de l’os pour créer les centres
d’ossification secondaires. L’expansion et le remodelage des foyers d’ossification créent
une cavité qui se remplit graduellement de moelle osseuse. créant l’os trabéculaire. Une
partie du cartilage. celle qui est à l’extrémité des épiphyses, ne sera pas modifiée et restera
en tant que cartilage hyalin à la surface de l’os. Une plaque de cartilage appelée plaque de
croissance est présente entre le premier et les seconds foyers d’ossification. Celle-ci est
nécessaire à la croissance longitudinale des os et disparaîtra à l’age adulte avec L’arrêt de la
croissance. La plaque de croissance contient cinq zones différentes. Dans la zone au repos,
le cartilage hyalin ne présente aucune modification. La zone suivante, soit la zone
proliférative, les chondrocytes s’aplatissent et forment des amas de cellules empilées
parallèlement à l’axe long de l’os. Dans la zone hypertrophique, le volume des
chondrocytes augmente et la matrice séparant tes chondrocytes devient de ptus en plus
mince. Dans la zone de cartilage calcifiée, les chondrocytes se soumettent à lapoptose et
des cristaux d’hydroxyapatite se déposent dans la matrice. Finalement. dans la zone
d’ossification, les structures permettant l’ossification endochondrale apparaissent: les
capillaires et les ostéoblastes prennent la place des chondrocytes et créent la matrice
osseuse, formant ainsi l’os trabéculaire (Junqueiru, 2003).
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1.7. Membrane synoviale
La membrane synoviale est composée de deux couches : Fintirna et la sous-intima, qui sont
juxtaposées à la capsule de l’articulation. Lintima comprend trois types de cellules: A, B
et C. Les cellules A forment le tiers des cellules totales de cette couche de la membrane
synoviale. Ces synoviocytes sont en fait des macrophages et expriment différents
marqueurs qui les identifient et qui agissent comme récepteurs. Les synoviocytes A
produisent des enzymes pouvant endommager le cartilage et des cytokines pouvant
influencer l’inflammation intra-articulaire et l’activation des ostéoclastes. Parmi ces
enzymes se trouvent des cathepsines, collagénases. élastases et stromélysines. Les
svnoviocytes de type B sont les plus répandus et sont en fait des fibroblastes. Qiiant aux
synoviocytes de type C, ils sont des précurseurs des types A et B et forment moins de 1%
du total des synoviocytes de cette couche. Il est à noter que les synoviocytes A se situent
plus à la surface faisant face à l’articulation tandis que les synoviocytes B se retrouvent
dans la zone basale de l’intima. La matrice de l’intima sert de support aux cellules et
permet aussi de créer un obstacle qui réduit la diffusion des molécules vers le fluide
synovial. La matrice de Fintima contient de la fibronectine, de la tenascine, de l’entacine.
de la laminine et du collagène de type III, 1V, V et VI. La couche sous-intimale est
consistuée de tissus conjonctif soit adipeux, fibreux ou aréolaire. Différentes cellules
peuvent s’y trouver, comme des mastocytes, macrophages, fibroblastes. plasmocytes ou
























1.8. Portrait de la pathologie
Associée avec le vieillissement, I’OA est définie comme ‘un groupe de maladies
articulaires caractérisées par des réponses répétitives à des blessures suivies d’une
régénération, réparation et dégradation des tissus de l’articulation, incluant le cartilage
articulaire, l’os, la membrane synoviale et les tissus périarticulaires” (Pritzker, 1994). La
caractéristique la plus importante de l’OA est la nature uTéversiNe des dommages faits à la
structure et aux tissus de l’articulation (figure 3). De plus, la pathologie se caractérise par
une fibrillation et une dégradation du cartilage au niveau de l’articulation touchée. Les
modifications et la dégénération engendrées par l’arthrose au niveau des articulations
affectent à la fois le cartilage, l’os sous-chondral et la membrane synoviale. Par contre, les
données présentes dans la littérature actuelle ne permettent pas d’identifier lequel de ces
tissus est affecté le premier et génère l’arthrose. Les modifications dans chacun de ces
figure 3 : Modifications de l’articulation lors de I’OA. ( Wieland et ai, 2005)
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tissus pourraient jouer un rôle dans la pathologie. Il a été observé que le cartilage
vieillissant devient jaunâtre suite à l’accumulation de lipides et des produits de glycation
avancés (AGEs), comme la pentosidine (DeGroot et aÏ., 1999). L’accumulation de pigment
lipidique, d’AGEs et aussi d’arnyloïde due au vieillissement entraîne une réduction de la
synthèse de protéoglycanes et une diminution de la réplication cellulaire (van VaÏburg et
al., 1997). L’âge affectant la composition du cartilage, des changements quantitatifs et
qualitatifs prennent place au niveau des glycosaminoglycanes. Ceux-ci deviennent plus
courts, tandis que la concentration de kératane sulfate de type 4 diminue au profit de celle
de type 6 (KÏippeÏ et al., 200]). Bien que le cartilage âgé connaisse une dégénérescence, il
a été préalablement sujet à plusieurs réparations. En présence de stimuli appropriés, les
chondrocytes et ostéoblastes, emprisonnés dans leur matrice extracellulaire, peuvent se
multiplier et modifier la composition de la matrice extracellulaire. Chaque cellule
emprisonnée dans la matrice est responsable d’une zone qui fait de 10 à 30 fois son
volume. En réponse à une blessure, le cartilage suit un chemin prédéfini. Premièrement,
l’oedème s’installe dans la matrice extracellulaire et les cellules, avant de mourir, sécrètent
des enzymes qui dégradent la matrice extracellulaire. Par conséquent, la matrice est
dégradée et les produits de dégradation s’additionnent aux débris de dégradation cellulaire.
Lors du processus de dégradation. il y a possibilité de renverser les changements apportés
seulement si les chondrocytes adjacents à ceux qui ont subi l’apoptose ou la nécrose ont
survécu. Dans un tel cas, les chondrocytes adjacents deviendront hypertrophiques et
produiront un surplus de protéoglycanes qui absorberont l’excès d’eau. Toutefois, ce
processus de réparation est limité. Le cartilage OA présente à la fois une capacité réduite à
se réparer et une plus grande manifestation de dégradation (Kim et aÏ, 199]). Les zones du
cartilage soumises directement à des forces mécaniques démontrent majoritairement des
changements dégénératifs. alors que les zones adjacentes qui portent moins de charges
présentent une certaine régénération, qui découle de l’hypertrophie des cellules et de la
plus grande production de protéoglycanes (Gahunia et aÏ., 1995). La première réaction à
une blessure, l’oedème, est fréquemment présente dans les articulations OA (Boegard et
aï., 200]). Comme il fut mentionné dans une section précédente. Veau est la composante
principale du cartilage et sa présence dans le cartilage est administrée par les
protéoglycanes produits par les chondrocytes. L’oedème du cartilage est donc le résultat de
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la dégradation des protéoglycanes de la matrice, réduisant ainsi la capacité de cette
dernière à gérer son contenu d’eau. Le cartilage présentant dc l’oedème voit sa matrice
extracellulaire s’élargir, ce qui réduit la densité du réseau fibreux et rend le cartilage plus
mou et sensible aux dommages mécaniques. Ce cartilage est plus fragile et développe
facilement une fibrillation matricielle et une délamination des fragments de la matrice suite
à une réponse à des forces physiques. Ces deux modifications sont considérées comme
caractéristiques de lOA (Bartel et aï., 1986).
Dans les phases précoces de l’OA, les chondrocytes de la zone superficielle, à côté de la
fibrillation, se soumettraient à l’apoptose. Ce processus serait le résultat d’un stimulus
chimique et non «une réaction à un dommage mécanique (Blanco et aï., 1998). Toutefois.
la présence de l’apoptose dans FOA est toujours contestée. Tant et aussi longtemps que la
dégradation de la matrice touche seulement les protéoglycanes. les changements subis par
cette dernière sont réversibles. Dans les zones plus profondes du cartilage, les
chondrocytes deviennent hypertrophiques et hyperplasiques, tout en devenant activés. Une
fois activés, les chondrocytes sécrètent, en plus des protéoglycanes, différents facteurs. Les
MMPs, ADAMTS-4 et ADAMTS-5, espèces d’oxygène réactives (ROS). activateurs de
plasminogène et cathepsine sont tous produits en plus grande quantité par les chondrocytes
activés. Malheureusement. avec la progression de FOA, une dégradation du réseau de
collagène prend place initialement dans la zone superficielle et ensuite progresse vers une
dégradation périchondrale dans la zone superficielle et transitionnelle (Hwang et al., 1992).
Généralement, dans les échantillons sains, la dégradation du collagène de type II se fait
dans la zone adjacente aux chondrocytes et commence dans la couche superficielle. Ce
processus de dégradation samplifie avec l’âge et est fortement présent chez les patients
OA (HoÏÏander et al., 1997). La production d’enzymes de dégradation par les chondrocytes
est responsable de ces dégâts.
Dans le cartilage OA. il y a une augmentation de la production de certaines MMPs MMP
1, MMP-2, MMP-3. MMP-7, MMP-$, MMP-13, MMP membranaire de type I (MTI
MMP). L’activateur de plasminogène et la cathepsine B sont aussi augmentés (Moskowitz
et aï, 2001). Les métalloprotéinases sont importantes dans la dégradation des diverses
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composantes de la matrice extracellulaire du cartilage. Cette famille de protéases contient
des collagénases qui peuvent couper le collagène de type II. Ce dernier se dénature suite à
la coupure et se retrouve ainsi exposé aux attaques d’autres collagénases et
métalloprotéinases. Parmi les collagénases, la collagénase-3 (MMP-13) est la plus efficace
pour couper le collagène de type IT (MitcheÏÏ et al., 1996). Les collagénases 1, 2 et 3 sont
sécrétées en tant que pro-enzymes. Ces dernières doivent donc être coupées avant de
devenir actives. La collagénase-T est activée par la strornélysine 1, alors que la
collagénase-3 est activée par la gélatinase A et la MT1-MMP (Knciuper et aÏ, 1996).
D’autres enzymes, telles la MTI-MMP et la stromelysine-3, sont activées avant leur
sécrétion par les chondrocytes. L’activité des enzymes pouvant couper le collagène est
augmentée chez les patients OA (BiÏÏinghurst et al., 1997). De plus. l’expression des
inhibiteurs tissulaires de métalloprotéases (TIMPs) est plus basse chez les patients OA que
chez les individus normaux, indiquant que dans les cas d’OA, la diminution du niveau de
TIMPs pourrait empêcher l’inhibition par ces dernières des MMPs (Jsenberg cl al., 2001).
En tentant de s’adapter aux changements de leur environnement, les chondrocytes du
cartilage articulaire touché entament une réexpression des protéines normalement produites
par les chondrocytes hypertrophiques. Plusieurs cas d’OA présentent une ossification du
cartilage articulaire (Gordon et al., 1984). Dans les cas avancés cFOA. une expression de
marqueurs osseux tel Fostéocalcine, la phosphatase alcaline, le collagène type X et
l’ostéopontine soutiennent la théorie selon laquelle les chondrocytes hypertrophiques OA
présentent le même phénotype que les chondrocytes hypertrophiques de la plaque de
croissance (Brandt et aÏ., 2003).
L’os sous-chondral est aussi impliqué dans la pathologie de l’OA. L’interaction entre le
cartilage et l’os sous-chondral est importante; ainsi, les modifications locales prenant place
au niveau du cartilage entraînent des modifications locales au niveau de l’os sous-chondral.
tel des kystes. une altération du taux de formation osseuse, bouleversements des structures
trabéculaires et ostéoïdes (Matsui et aÏ., 2004). Toutefois, la séquence exacte du
développement de l’OA, soit les dommages initiaux prenant place au niveau de l’os ou du
cartilage et affectant ensuite le tissu voisin, est toujours matière à débat. Par exemple.
certains espèces animales, comme la souche Dunkin Hartley de cochon d’Inde, présentent
des changement similaires à ceux observés lors de l’OA et au cours desquels les
modifications au niveau de l’os sous-chondral prennent place avant celles au niveau du
cartilage (BiÏIingharn et aï., 1996). En fait, les zones de l’articulation soumises à un plus
grand stress développent un épaississement de l’os sous-chondral préalablement à la
dégénération du cartilage. Malgré tout. une fois remodelée, la matrice de la plaque sous
chondrale touchée est moins hydratée et moins compacte que la matrice située plus loin de
la zone de stress (Burr et aï., 1997). Il semble que le remodelage osseux soit élevé chez les
patients OA. Une augmentation locale de l’expression de la phosphatase alcaline (AP),
l’enzyme responsable de la minéralisation, est visible chez au niveau de l’os sous-chondral
OA, ce qui indique une augmentation de la synthèse osseuse. Également, l’augmentation
du niveau de MMP indique que la résorption est aussi augmentée chez les patients OA
(Stewart et aÏ., 1999). À force de remodelage osseux, la plaque devient plus fragile et des
microfractures peuvent apparaître. De plus, une nécrose peut être présente dans l’os
trabéculaire sous la surface articulaire (Brctndt et aï., 2003).
Comme le cartilage et l’os sous-chondral sont les deux tissus impliqués dans la répartition
des forces au niveau de l’articulation, des altérations faites à l’un de ces tissus crée
immanquablement un impact sur l’autre. Comme il a été mentionné précédemment, les
patients atteints d’ostéoporose sont rarement atteints d’OA. La densité osseuse. la
résorption de l’os et l’organisation de ce dernier peuvent potentiellement affecter la
dégénération du cartilage. Cet argument soutient l’idée que l’os peut affecter la
dégénération du cartilage et pointe ainsi vers l’importance de son rôle lors du
développement de l’OA. En fait, il a été démontré que les ostéoblastes obtenus de tissus
OA peuvent influencer directement le métabolisme du cartilage (Westacott et aÏ., 1997).
Entre autre, les ostéoblastes et chondrocytes peuvent sécréter du TGF-3 et des BMPs. qui
peuvent affecter le remodelage des matrices osseuses et cartilagineuses (Ripamonti et al..
1997). Au cours de l’OA. la surface osseuse peut se retrouver exposée lorsque le cartilage
qui la couvre est complètement érodé. L’os de cette zone apparaît poli et sa surface devient
lisse. L’os ayant ce phénotype est aussi appelé os éburné. Lorsque deux surfaces osseuses
se font face suite à un dégradation du cartilage sur celles-ci, elles peuvent adapter leurs
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crêtes et rainures l’une à l’autre (Rogers et al., 1993). Par contre, cette adaptation bouscule
la structure et la répartition des charges de l”articulation affectée.
Les ostéophytes sont parfois observés chez les patients OA. On les retrouve généralement à
la jonction des diarthroses et au niveau des vertèbres. Parfois, s’ils compriment un nerf par
exemple, ils peuvent être à l’origine de douleur. Ils peuvent aussi, selon leur emplacement,
nuire au mouvement normal de l’articulation. Jusqu’à maintenant, la faible corrélation
observée entre la présence d’ostéophytes et les dommages encourus par le cartilage laissent
croire qu’il y a peu ou pas d’implication des ostéophytes dans la pathologie de l’arthrose.
Malgré tout, il a été noté pour des cas d’OA primaire (cas d’OA qui ne résultent pas de
dommages préalablement causés par une autre pathologie, comme l’arthrite rhumatoïde)
que le l’ablation chirurgicale des ostéophytes améliore la mobilité des articulations OA. Il
est donc possible que les ostéophytes possèdent un rôle de stabilisateur au niveau de
l’articulation OA (van der Kraan et aï., 2007).
La membrane synoviale devient hyperplasique durant le développement de l’OA et la
capsule s’épaissit. Il est aussi fréquent que la membrane synoviale s’étende jusqu’à la
surface articulaire, ce qui crée un pannus (Isenberg et aï., 2001). Une inflammation légère
est notée au niveau de la membrane synoviale lors de l’OA. Suite à la dégradation du
cartilage, des débris de la matrice peuvent se détacher et se retrouver dans le fluide
synovial. Les cellules de la membrane synoviale peuvent phagocyter ces débris pour
ensuite être activés et produire dans le fluide synovial différents médiateurs, comme les
MMPs et des cytokines (KÏippel et al., 2001). Dans le fluide synovial, on retrouve une
concentration élevée de MMP-3 et de protéine inflammatoire du macrophage-l (MIP-l).
en plus de trouver le fas ligand. qui induit l’apoptose lors de sa liaison au récepteur Fas
(Moskowitz et al., 2001).
1.9. Inflammation
Bien que moins prononcée que dans l’arthrite rhumatoïde, l’inflammation est notée chez
les patients atteints d’OA. Comme mentionné précédemment. la dégradation des structures
19
de l’articulation génère des fragments de protéoglycanes et de collagène qui peuvent
activer une réponse immunitaire et générer de l’inflammation. Lors de celle-ci, il y a
recrutement de leukocytes et production de cytokines, chimiokines et autres molécules
servant à favoriser une réponse inflammatoire. Parmi les différents cytokines secrétés lors
de l’OA, l’interleukine-l (IL-1) est très importante, puisqu’elle pourrait activer la
production d’enzymes responsables de la destruction du cartilage (coltagénase et
stromélysine) (Pelletier et aÏ., 1995). Le facteur nécrosant des tumeurs u ÇFNF-u), bien
que moins puissant que l’IL-l dans l’initiation de l’inflammation lors de l’OA. pourrait lui
aussi activer la production d’enzymes destructrices et peut aussi induire la production d’IL-
1 (Brennan et al. 1989). Chez les patients présentant de l’OA avancée, l’augmentation de
la production d’IL-1 et de TNf-u serait telle qu’elle atteindrait des niveaux généralement
observés chez les patients atteints d’arthrite rheumatoïde (Srnith et al., 1997). D’autres
molécules pro-inflammatoires comme 1’ interleukine- 12, l’oxyde nitrique et 1’ interleukine-6
seraient aussi présents chez les patients, bien que leur rôle exact dans la pathologie soit
encore indéterminé (Brandt et aÏ., 2003).
1.10. Traitement
Présentement, l’OA est incurable. Les traitements disponibles visent donc à améliorer la
condition et la qualité de vie des individus aux prises avec la pathologie. Comme la
douleur est un facteur important de l’OA, la majorité des traitements cherchent à diminuer
voire éradiquer la douletir. Différentes options sont possibles, chacune présentant un degré
d’efficacité variable selon le stade de la pathologie, la présence de phases inflammatoires
et la réponse au traitement. Premièrement, il est suggéré aux patients présentant un surplus
de poids de retrouver leur poids santé. Des séances de physiothérapie ou d’exercices
physiques peuvent aussi aider les patients à regagner un tonus musculaire, ce qui peut
atténuer la douleur tout en augmentant la mobilité (Ge et al, 2006). Lorsque ces mesures
sont insuffisantes, trois options pharmacologiques sont offertes: les analgésiques, les anti-
inflammatoires non stéroïdiens (AINS) et les corticostéroïdes. Pour les douleurs légères à
moyennes, l’acétaminophène est recommandé, vu son efficacité et sa sûreté (Dougados,
2006). Lorsque la douleur tarde à disparaftre avec l’acétaminophène, il est possible de
donner au patient une combinaison d’acétarninophène et d’un analgésique comme la
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codéine. D’autres possibilités incluent l’administration d’un AINS ou la combinaison
d’acétaminophène et d’un ANS (JawacI 2005). Parmi les ANS les plus utilisés lors de
l’OA, on trouve l’ibuprofène, l’acide acetylsalicylique, le naburnetone, le diclofenac, le
piroxicam, et le naproxen. Malheureusement, comme les ANS affectent la synthèse des
prostaglandines via l’inhibition des cyclooxygenases I et 2 (COX). des effets secondaires
au niveau de la voie gastro-intestinale sont observés suite à l’inhibition de la COX-l
(Brody et aÏ, 1998). Pour cette raison, les patients devant utiliser des ANS de façon
chronique se voient prescrire des médicaments qui protègent la voie gastro-intestinale,
comme l’omeprazole et le misoprostol. Toutefois, cette inhibition de la synthèse des
prostaglandines est bénéfique en ce qui concerne la réduction de la douleur. Avant d’être
retiré du marché, le rofécoxib montrait des résultats prometteurs chez les patients OA en
inhibitant seulement la COX-2, ce qui réduisait les effets secondaires affectant le système
gastro-intestinal (Garner et al., 2004). Il est possible lors des phases inflammatoires de
faire une infiltration de corticostéroïdes dans l’articulation touchée. L’effet généré est de
court terme, soit d’une semaine ou deux (BeÏÏarny et aÏ, 2005). Lorsque toutes ces options
ont échoué et que la condition du patient se détériore, il est possible de faire une
arthroplastie et de remplacer l’articulation défaillante par une nouvelle articulation en
polymère (Dieppe et al.. 2005).
2. Galectines
Jusqu’à maintenant, 14 membres de la famille des galectines ont été identifiés chez les
mammifères. Elles reconnaissent les groupements 3-galactosides via leur domaine de
reconnaissance des glucides (Carbohydrate Recognition Domain. ou CRD). Ce domaine
conservé comprend environ 130 acides aminés. Cette famille peut être divisée en 3 groupes
en fonction des structures présentes dans ces protéines. Le premier groupe. les galectines
prototypiques, comprend les galectines -1, -2, -5, -7, -10, -11, -13 et -14. Ce groupe se
caractérise par la présence d’un seul CRD. Le groupe des galectines chimériques comprend
seulement galectine-3 (gal-3). La combinaison d’un domaine N-terminal riche en proline et
glycine et d’un CRD. Le dernier groupe, les galectines avec séquences répétées en tandem,
est formé de deux CRDs distincts mais homologues et inclus les galectines -4, -6, -8. -9 et -
12 (Hirahayashi et cil, 1993). Les galectines peuvent être extracellulaires, à la surface des
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cellules. intranucléaires et cytoplasmiques. De plus, les galectines ne possèdent pas de
séquence leur permettant d’être sécretées et empruntent ainsi la voie non-classique pour
quitter la cellule (Hughes, 1999).
3. Galectine-3
3.1. Distribution et structure
La gal-3 fut identifiée au début des années 1980 (Rof et Wang, 1983) après avoir été isolée
à partir de fibroblastes murins 3T3. Ces fibroblastes produisaient une protéine pouvant se
lier aux glucides contenant des groupements galactose. Cette liaison ne nécessitait pas la
présence de Ca2. La nouvelle protéine fut initialement nommée CBP-35 (carbohydrate
binding protein 35). La gal-3 a un poids moléculaire de 30 kDa et est présente dans
différents types de cellules les fibroblastes (Ro/f et Wang, 1983). les ostéoblastes (Aubin
et aï., 1996), les chondrocytes. les ostéocytes et ostéoclastes (Coïnot et aÏ., 1999), les
cellules thyroïdiennes transformées (Paron et aÏ., 2003), les cellules tumorales mammaires
(Oshieng et aï, 1999). les cellules tumorales du colon (BresaÏier et aï, 1998) et certaines
sous-populations de cellules tumorales du lobe antérieur de l’hypophyse (Riss et aÏ. 2003).
La gal-3 est aussi présente chez plusieurs leukocytes. tel les lymphocytes T (Joo et aï.,
200]). les macrophages (Sato et aï, 1991,), les neutrophiles (GiÏ et aï., 2006). La gal-3 est
probablement exprimée dans d’autres types cellulaires et des recherches plus approfondies
permettront de mieux connaître la distribution de cette protéine dans les cellules.
La structure du CRD de gal-3 a été étudiée par cristallographie (figure 4). Le CRD est fait
comme un sandwich avec un feuillet f3 à six brins (S1-S6) faisant face à un feuillet f3 à 5
brins (F1-F5). Le site de liaison aux sucres se trouve dans une petite pochette située sur les
brins S4 à S6. La structure f3-galactose du ligand interagit avec le site de liaison via des
liaisons hydrogènes au niveau des acides aminés Ris158, Asn160, Arg162 et Asn’74 situés sur
les feuiltets S4 et $5. Une autre liaison hydrogène est formée entre le ligand et le CRD au
niveau de Glu-184. La structure f3-galactose crée aussi une liaison Van der Waals avec
Trp’81 (Seetharaman et aÏ, 1998). Les résidus Trp’8’ et G1u sont situés sur la boucle 177-
184 entre les feuillets $5 et S6b. Cette boucle contient aussi le motif NWGR. dont le rôle
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sera approfondi dans une section suivante. En absence de ligand, la pochette se referme
partiellement lorsque les boucles S4-S5 et S5-S6a se déplacent vers le centre. Cette
position restreint l’accès à la pochette et par le fait même au site de liaison. fl est possible
qu’un tel mécanisme soit utilisé pour éviter d’exposer inutilement le site de liaison en
absence de ligand, cachant ainsi le segment NWGR et limitant les interactions de ce
dernier (Umeinoto et aÏ., 2003). 11 est à noter que gal-3 se lie préférentiellement aux
disaccharides, comme le lactose et la N-acetyllactosamine (Dunzic et aÏ., 2006).
La gal-3 a une structure unique parmi les galectines. La chaîne d’acides aminés de gal-3
forme 2 domaines distincts, soit un domaine N-terminal atypique et un domaine CRD à
l’extrémité C-terminale. Le domaine N-terminal contient une séquence consensus
constituée de répétitions des acides aminés Pro-Gly-Ala-Tyr-Pro-Gly-X-X-X. Cette
A B
Figure 4 : Structure de gal-3 et du CRD. A) Structure de gal-3 en absence (vert) et en présence
(violet) d’un ligand. L’extrémité N-terminale se trouve au bas du diagramme. Il est à noter que les
résidus 163-169 se trouvent à gauche du ligand dans la partie supérieure du diagramme, alors que les
résidus 175-184 se retrouvent à droite. B) Potentiel électrostatique du domaine CRD de gal-3. Les
zones rouges sont chargées négativement alors que les zones bleues sont positives. Le ligand N
acetyllactosamine est représenté en jaune. (Unientoto et ai, 2003)
séquence rend la région N-terminale riche en proline et en glycine AgrwaÏ et ai, 1993).
De plus, le domaine N-terminal possède une homologie de 25% avec la séquence de
l’hélice tx-1 du collagène type II bovin; par conséquence, le domaine N-terminal est aussi
appellé «collagen-like» (Raz et ai., 1989). Une coopérativité du domaine N-terminal avec
le CRD a été observée lors d’essais de liaison avec de la laminine immobilisée. Cette
coopérativité n’était pas observée si le domaine N-terminal de la gal-3 avait été
préalablement coupé à l’aide de collagénase bactérienne (Massa et aÏ., 1993). D’autres
enzymes peuvent couper le domaine N-terminal de la gal-3; entre autre, certaines
métalloprotéinases matricielles telles que MMP-2 et MMP-9, peuvent initier une
protéolyse de ce domaine (Ochieng et ai., 1998). La collagénase-3 coupe aussi gal-3 au
même site que MMP-2 et MMP-9 (Guévremont et aÏ, 2004). Les 12 premiers acides
aminés du domaine N-terminal, qui ne comprennent pas de séquence consensus, jouent un
rôle important dans la fonction de la gal-3. La délétion de cette séquence de 11 acides
aminés en N-terminal réduirait aussi la capacité de gal-3 à se dimériser (Gong et ai., 1999).
3.2. Galectine-3 intracellulaire
La gal-3 intracellulaire se situe au niveau du noyau et du cytoplasme. Comme la gal-3 ne
possède pas de séquence de localisation nucléaire ni de séquence de localisation
extracellulaire, la façon dont elle se déplace d’un compartiment à l’autre de la cellule n’a
pas été élucidée. La phosphorylation de Ser6 est importante pour l’export de la gal-3 du
noyau vers le cytoplasme (Tsay et ai., 1999). Différentes voies semblent être disponible
pour la transiocation de gal-3 vers le noyau. Initialement, les dix derniers acides aminés de
l’extrémité C-terminale furent identifiés comme responsable de l’importation de la
galectine-3 vers le noyau (Davidson et al., 2000). Une voie passive impliquerait une
diffusion du cytoplasme vers le noyau et une voie comprendrait un transport actif
nécessitant l’extrémité N-terminale ou encore une liaison de la gal-3 avec le complexe
importine-a/3 (Nakahara et ai., 2006). Une séquence d’export nucléaire (NES) capable de
se lier à l’exportine CRMY a été identifiée chez la gal-3 (Li et ai, 2006). Les mécanismes
entourant le transport de la gal-3 du cytoplasme au noyau et vice versa demeurent toujours
incertains.
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L’expression de la gal-3 par différents types de cellules tumorales corrèle avec le potentiel
néoplasique dc ces cellules dans plusieurs types de cancer, comme les cancers du colon et
de la thyroïde (Xii et aï., 1995, Schoeppner et aï., 1995). De plus, l’expression de la gal-3
correspond avec le potentiel métastasique de certaines cellules tumorales (Raz et aÏ., 1990).
Le motif NWGR présent au niveau du CRD présente une homologie de séquence avec le
domaine BH1 de la famille des molécules anti-apoptotiques Bd-2. Cette séquence NWGR
est responsable de l’activité anti-apoptotique générée par les protéines de cette famille. La
transfection de lignées cellulaires tumorales n’exprimant pas la gal-3 a démontré que la
gal-3 préviendrait l’apoptose de ces cellules et que le motif NWGR serait responsable de
cette activité (Akahani et aï., 1997). Comme la gal-3 peut s’associer avec Bel-2 via son
domaine C-terminal (Yang et aï, 1996), il serait possible qu’elle fasse partie d’un complexe
comprenant Bel-2 qui prévient l’apoptose. L’effet anti-apoptotique de gal-3 pourrait être
expliqué par sa capacité à se localiser au niveau de la mitochondrie et de d’empêcher la
perte du potentiel membranaire et le relargage du cytochrome e suite à un stimulus pro
apoptotique. Pour ce faire, la gal-3 a besoin d’interagir avec la synexin, qui semble jouer
un rôle essentiel dans la localisation de gal-3 du cytoplasme à la mitochondrie lors de
stimuli apoptotiques (Yu et al., 2002). La présence de la gal-3 au niveau de la mitochondrie
est donc importante pour contrer l’apoptose, mais sa phosphorylation l’est tout autant.
En effet, il a été démontré que la Ser6 de gal-3 peut être phosphorylée par les caseines
kinases I et II (Hufiejt et aï, 1993). La Ser’2 serait aussi phosphorylée par les mêmes
kinases, quoique la Ser6 semble être le site majeur de phosphorylation. En l’absence des 12
premiers acides aminés de la séquence N-terminale, la gal-3 n’est pas sécrétée par la
cellule. De plus, l’absence de cette séquence restreint la présence intracellulaire de la gal-3
au cytoplasme et on observe une absence de gal-3 au niveau de la membrane plasmique et
du noyau. Ces mécanismes ne dépendent toutefois pas de la phosphorylation de la Ser6 par
la caseine kinase I.
La phosphorylation de la Ser6 est un facteur important pour le rôle anti-apoptotique de gal
3. Lorsque la Ser6 n’est pas phosphorylée, la gal-3 ne protège plus les cellules de
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l’apoptose suite à une perte d’attachement à la matrice extracellulaire. De plus, une
mutation de la sérine pour une alanine (S6A) soustrait à la gal-3 son pouvoir anti
apoptotique. Il a donc été suggéré que la gal-3. dans un mécanisme dépendant de la
phosphorylation de la Ser6, augmente l’expression de la cycline Dl suite à une perte
«attachement. tout comme l’expression des inhibiteurs de CDK 21WAfI/C1P1 et 27KtPl et
diminue l’expression de la cycline A, pour ainsi initier l’arrêt en 01 suite à un stimulus
apoptotique (Yoshii et aÏ., 2002). La phosphorylation en Ser6 altère la liaison de gal-3 et de
ses ligands; en effet, la liaison de gal-3 avec ses glycoconjugués spécifiques est réduite
lorsque la Ser6 est phosphorylée et la déphosphorylation de cette dernière rétablit le niveau
normal de liaison (Mazurek et aÏ., 2000). Par conséquent, l’état, phosphorylé ou non, de la
gal-3 est déterminant pour son action biologique. Dans les cellules tumorales mammaires
exprimant la gal-3, on observe un réarrangement de l’expression des isoformes de Ras.
Chez les cellules n’exprimant pas la gal-3, l’isoforme N-Ras est majoritaire alors que les
cellules tumorales exprimant la gal-3 détiennent un plus haut niveau de l’isoforme K-Ras.
Cette différence dans l’expression des isoformes de Ras influence aussi l’activation des
effecteurs en aval dans la cascade de signalisation cellulaire. Ainsi, les cellules tumorales
exprimant gal-3 avaient un niveau de phospho-ERK plus élevé et un niveau de phospho
Akt et Ral-GTP plus bas que les cellules n’exprimant pas gal-3. L’activité anti-apoptotique
de gal-3 dans ces cellules implique donc la cascade K-Ras/MEK (ShaÏorn-feuerstein et aï.,
2005). Des cotransfections faites chez des cellules humaines embryonnaires rénales ont
confirmé que gal-3 interagit préférentiellement avec l’isoforme K-Ras, tout en favorisant
l’augmentation du ratio Ras-GTP/Ras-GDP suite à une stimulation par EGf. Ainsi, la gal-3
augmente l’activation de K-Ras, qui ensuite active PI3K et Raf-l tout en réduisant
l’activation de ERK par K-Ras (EÏad-Sfridia et al., 2001). Il est donc certain que gal-3 se
lie à K-Ras et influence la signalisation engendrée par ce dernier, ce qui pourrait expliquer
la résistance des cellules tumorales à l’apoptose.
D’autres expériences effectuées sur différentes souches de cellules tumorales indiquent que
lors de l’induction de l’apoptose par UV via p53, qui réduit l’expression de gal-3 au niveau
de la transcription. Pour que cet événement prenne place, p53 doit être activé par HIPK2.
qui effectue une phosphorylation de p53 à la Ser46. Cette répression de gal-3 est nécessaire
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à l’apoptose initiée par p53. Ces résultats suggèrent que gal-3 pourrait agir de façon
similaire aux membres de la famille de Bel-2 et serait réprimé lors d’événements
apoptotiques déclanchés par p53 (CecchineÏÏi et aï., 2006). Les capacités anti-apoptotiques
de gal-3 peuvent être observées dans différents types de cellules. Par exemple, les patients
souffrant d’arthrite idiopathique juvénile, une maladie semblable à l’arthrite rhumatoïde où
l’inflammation endommage peu à peu le cartilage, présentent une expression élevée de gal-
3 dans les cellules fibroblastiques de la membrane synoviale et les cellules inflammatoires
mononucléaires isolées du fluide synovial (Har/acek et al., 200]).
La gal-3 joue un rôle important dans le développement osseux. Il a été démontré qu’il y a
une forte expression de la gal-3 au niveau du squelette embryonnaire murin (fowiis et aï.,
1995). La protéine est aussi exprimée au niveau des ostéoblastes, notamment dans les
cellules obtenues à partir de crânes de foetus de rats (Aubin et ctÏ., 1996). 11 a aussi été
démontré que F expression de la gal-3 est augmentée in vitro chez les chondrocytes
hypertrophiques (Nnrminskaya et ai., 1996). Létendue de l’expression de la gal-3 dans la
plaque de croissance des souris foetales et néonates démontre que les chondrocytes des
zones prolifératives et hypertrophiques expriment la protéine, mais que cette expression est
réduite vers la fin de la zone hypertrophique, près de la zone de calcification. Les
ostéoblastes et ostéocytes expriment aussi la gal-3 (Coïnot et al., 1999). La gal-3 dirigerait
la survie des chondrocytes hypertrophiques lors de Fossification endochondrale. En effet,
la grande quantité de lacunes vides près de la jonction chondrovasculaire des souris gal-3
KO laisse présumer qu’il y a un fort renouvellement des chondrocytes à ce niveau. De
plus, les cellules vasculaires n’envahissent pas aussi rapidement les lacunes que chez les
animaux sauvages, ce qui implique qu’il y a un manque de synchronisation entre
l’apoptose des chondrocytes et l’invasion vasculaire. Malgré tout, l’expression des
différents marqueurs de l’os et du cartilage varie peu. Seule l’expression de 11± se
retrouvait légèrement augmentée dans la plaque de croissance des souris gal-3 KO (Coinot
et al., 2001). En tenant compte de tous ces résultats, il est probable que la gal-3 soit
impliquée dans le développement osseux en étant exprimée par les chondrocytes lors de la
prolifération de ces derniers, à partir du niveau de la zone proliférative de la plaque de
croissance. Les chondrocytes continuent le processus d’ossification et vers la fin de la zone
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hypertrophique, l’expression de la gal-3 est réduite. Les chondrocytes hypertrophiques sont
donc sujets à l’apoptose et l’ossification prend place. Dans un tel processus, le rôle anti
apoptotique de la gal-3 semble plausible.
D’autres rôles de la gal-3 intracellulaire ont étés étudiés, cette fois au niveau nucléaire. La
gal-3 semble être impliquée dans l’épissage des pré-ARNm et se lie de façon lectine
indépendante à la matrice nucléaire (Dagher et al., 1995; Wang et aï., 1995). Pour
participer à Fépissage des ARNm. la gal-3 doit se lier à son partenaire. Gemin4. La gal-3
est impliquée dans la cascade de signalisation de Wnt. Il est connu que la gal-3 se lie à la
13-caténine (Shimura et aï., 2001). En plus, la gal-3 se lie via son extrémité C-terminale à
Faxine, le partenaire de la 3-caténine dans la cascade Wnt. La gal-3 est phosphorylée par
glycogen synthase kinase 33, une enzyme pouvant phosphoryler f3-caténine et l’identifier
pour l’ubiquitination et la dégradation (Shimura et al., 2005). Récemment, il a été
découvert que la gal-3 est exprimée dans le tissu adipeux humain, plus particulièrement
dans les préadipocytes. De plus, la gal-3, en se liant à des résidus glucidiques, peut
augmenter la synthèse d’ADN et initier la prolifération des préadipocytes (Kiwaki et aï.,
200 7). En ayant un tel rôle chez les adipocytes, il est possible que la gal-3 soit impliquée
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Table 1: Ligands de la gal-3 (Ochieng et al. 2001)
3.3. GaL-3 extracellulaire
Le rôle de la gal-3 extracellulaire diffère grandement du rôle intracellulaire. Toutefois, le
mécanisme dirigeant l’export extracellulaire de la gal-3 demeure encore incertain.
Récemment, il a été suggéré que la gal-3 cytoplasmique s’accumule au niveau de la
membrane plasmique pour ensuite être excrétée par ectocytose (Mehui et ai., 2007). Ce
phénomène implique la formation d’une vésicule à la surface de la membrane et l’émission
de celle-ci à partir de la membrane plasrnique. L’ectocytose a été préalablement identifiée
chez les fibroblastes, neutrophiles et chondrocytes (Lee et ai, 1993,’ Stem & Luzio, 1991,’
Haïe & Wuihjer, 1987). Comme les chondrocytes, les fibroblastes et les macrophages sont
tous impliqués dans la pathologie de l’arthrose, il est possible que la gal-3 soit relarguée
dans le fluide synovial lors de l’OA.
La gal-3 extracellulaire a été démontrée comme étant pro-apoptotique pour différents types
de cefltiles. Entre autre, la liaison de la gal-3 avec CD7 et C29 à la surface des
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lymphocytes T induit l’apoptose de ces dernièrs (fukurnori et al., 2003). La gal-3 peut
aussi être appelée à favoriser l’inflammation. Par exemple, la stimulation de neutrophiles
avec de la gal-3 recombinante augmente la phagocytose, la dégranulation et l’expression
de CD66b de ces derniers tout en augmentant l’apoptose (ferrnindez et aÏ., 2005). Chez les
monocytes humains, la liaison de la gal-3 extracellulaire agit en synergie avec les
lipopolysaccharides pour initier la sécrétion d’IL-1 (Jeng et al., 1991). De plus, de petites
doses de la gal-3 peuvent activer la production de superoxides par les monocytes (Liu et
al., 1995). Il est coimu que la gal-3 est un ligand des IgE. Lorsque la gal-3 se lie aux IgE
chez des cellules basophiles leucémiques de rat, le réseautage de ces récepteurs initie la
dégradation et la sécrétion de sérotonine tout en activant une cytotoxicité pouvant nuire
aux parasites intracellulaires (Zuberi et al., 1994). La gal-3 contient deux sites de liaison
pour les lipopolisaccharides (LPS) bactériens un se trouve à l’extrémité N-tenriinale et
l’autre se trouve dans le CRD (Mey et al., 1996). Parmi les autres récepteurs de surface
pouvant se lier à la gal-3 se trouve l’intégrine Œ1f31; par conséquent, il serait possible que
la gal-3 soit impliquée dans l’adhésion cellule-cellule ou matrice-cellule (Ochieng et al.,
1998). Toutefois, il semble que ces interactions nécessitent une multimérisation de la gal-3.
Via son domaine N-terminal, la gal-3 peut s’oligomériser à la surface des neutrophiles.
Une oligomérisation est aussi observée lorsque la gal-3 dirige l’adhésion des neutrophiles à
l’endothélium (Nierninen et al., 2007). La même étude démontrait aussi la formation de
lattices par la gal-3 à la surface des cellules épithéliales. Comme la galectine-9 peut retenir
les récepteurs de glucose à la surface des cellules et ainsi agir sur le métabolisme du
glucose (Ohtsubo et aÏ., 2005), il serait possible que la gal-3 agisse de façon similaire et
empêche l’internalisation de certains de ses ligands.
Il a été démontré dans différents types cellulaires que la gal-3 peut se lier aux produits de
glycation avancés (AGEs) (Vlassara et aÏ., 1995). Ainsi, la gal-3 fut nommée AGE-R3
initialement dans ces cellules. Les AGEs peuvent s’accumuler dans la matrice osseuse et
modifier le développement et la prolifération des ostéoblastes (McCarthy et al., 2001).
Comme la gal-3 est exprimée chez les ostéoblastes et qu’elle se lie au AGEs, il serait
possible qu’elle puisse jouer un rôle dans cette modification du phénotype ostéoblastique
par les AGEs. Il a été préalablement démontré que le cartilage OA exprime la gal-3 à un
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niveau de 2 à 3 fois plus élevé que le cartilage normal. Dans les chondrocytes OA. la gal-3
se retrouvait au niveau du cytoplasme et de la membrane cytoplasmique. Au niveau de la
membrane plasmique, une corrélation entre la présence d’intégrine-f31 et de la gal-3 était
observée. Ainsi, la gal-3 pourrait interagir avec l’intégrine-3l, modifier l’adhésion des
chondrocytes et ainsi jouer un rôle dans la pathophysiologie de l’OA (Gïtévremont et aï.,
2004). Comme mentionné précédemment, la gal-3 serait sécrétée par différentes cellules
qui sont impliquées dans l’OA, tel les chondrocytes et les neutrophiles. De plus, les
macrophages peuvent sécréter environ 30% de leur gal-3 intracellulaire lorsqu’ils sont
activés (Sato et aï. 1994). Les niveaux de gal-3 dans le fluide synovial des patients OA est
légèrement plus élevé que chez les sujets normaux et il a été démontré que la gal-3 est
abondamment exprimée par la membrane synoviale au niveau du paimus chez les patients
atteints d’arthrite rhumatoïde et d’OA, où une dégradation de l’os et du cartilage était
également observée (Ohshima et aÏ., 2003, figure 5). Par conséquent, un rôle similaire
pourrait être joué par la gal-3 lors de l’OA. Il est aussi possibte que la gal-3 soit impliquée
dans l’angiogénèse. Un modèle in vitro a démontré que l’absence de la gal-3 à la surface
des cellules empêche la formation de tubes capillaires (Nangia-Makker et al., 2000). La
gal-3 a été localisée dans les calvéoles et au niveau du radeau lipidique des membranes
plasmiques (furtak et aï., 2001) et semble jouer un rôle dans l’internalisation de certains
récepteurs et molécules (Zhu et al., 200]). Tout comme au niveau intracellulaire, la gal-3
extracellulaire prend part dans une panoplie de processus différents. Sa grande variété de





Figure S : Présence de gal-3 lors de l’arthrite rhumatoïde (RA) La gal-3 fut détectée par
immunohistochimie dans des échantillons RA et était localisée dans des zones de dégradation. a) Coloration
hématoxyline-éosine. b) Contrôle négatif, IgGI. c) Anticorps monoclonal anti-gal-3. (Ohshima etal., 2003)
3.4. Régulation et expression de gal-3
La gal-3 fut initialement identifiée comme la protéine marqueur de macrophage 2 (mac-2).
Le gène de la gal-3, LGALS3 (lectin, galactoside binding, soluble 3) comprend 17 kb et se
trouve chez l’humain au niveau du chromosome 14 (Raimond et al., 1997). Le gène
comprend 6 exons et 5 introns et la protéine générée par ce gène est de 30 kDa. La
traduction de la gal-3 débute dans l’exon 2 (Kadrofske et aÏ., 1998). Lorsque le promoteur
de LGALS3 a été séquencé, différents sites pouvant se lier à certains facteurs impliqués
dans la transcription chez les ostéoblastes ont été découverts. Ceux-ci incluent Runx-2,
Ets-l, C/EBPf3 et ostérix. L’expression de Runx-2, aussi appelé Cbfal, a été préalablement
étudiée et est limitée aux ostéoblastes, aux chondrocytes de la plaque de croissance et aux
cellules des glandes mammaires et du nucleus pulposus. Au niveau du cartilage de la
plaque de croissance et des ostéoblastes, il a été démontré que l’expression de LGALS3 est
contrôlée par Runx-2 (Stock et al., 2003). L’expression de Runx-2 par les ostéoblastes est
augmentée suite à l’augmentation des forces de traction exercées sur le tissu osseux (Ziros
et ai., 2002). De pius, il a été démontré que l’expression de Runx-2 est augmentée chez les
chondrocytes humains OA (Wang et aÏ., 2004). Comme les chondrocytes OA semblent
présenter un phénotype semblable aux chondrocytes de la plaque de croissance, il serait
possible que l’expression plus élevée de la gal-3 chez les chondrocytes OA (Guévremont et
aÏ., 2004) soit le résultat de l’augmentation de l’expression de Runx-2 chez les
-
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chondrocytes OA. Des études in vivo avec un modèle murin ont indiqué que Runx-2
contribuait à la destruction du cartilage et à la formation dostéophytes et augmentait aussi
l’expression de collagène type X chez les chondrocytes hypertrophiques (Kamekura et al..
2006). La modification de l’expression de Runx-2 et par conséquent celle de la gal-3
semble jouer un rôle important dans l’OA.
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HYPOTHÈSES
Suite à la détection de gal-3 dans le fluide synovial de patients RA et OA par Ohshima
(Ohshima et ai., 2003), nous avons voulu vérifier l’impact que pouvait avoir la gal-3 sur
les chondrocytes et les ostéoblastes. Ainsi, nous avons généré une gal-3 recombinante et
avons stimulé in vitro des chondrocytes et des ostéoblastes humains avec cette dernière.
Nous avons aussi étudié l’effet in vivo de la gal-3 dans un modèle murin suite à une
injection intra-articulaire de cette dernière. Par la suite, nous avons vérifié si une
stimulation avec la gal-3 affectait l’expression de différents enzymes de dégradation
produites par les chondrocytes ou encore de marqueurs ostéoblastiques.
MÉTHODOLOGIE
Liste des produits
Sucrose (Fisher. Nepean. ON)
NaHPO4 (Laboratoires MAT, Beauport. QC)
KC1 (Laboratoires MAT. Beauport, QC)
KH2PO4 (Laboratoires MAT, Beauport, QC)
Tris pH 8,0 (Sigma, St Louis, MO)
Tris (Invitrogen, Burlington, ON)
EDTA (Sigma, St Louis, MO)
Triton x-100 (Sigma, St Louis, MO)
HC1 37% (Laboratoires MAT, Beauport, QC)
NaOH (Laboratoires MAT, Beauport, QC)
NaCY (Laboratoires MAT. Beauport. QC)
Isopropanol 99% (Laboratoires MAT, Beauport. QC)
Tablette dinhibiteurs de protéases Complete sans EDTA (Roche,Indianapolis, IN)
I ,4-dithiothreitol (DTT) (Roche.Indianapolis. N)
Imidazole (I nvitrogen. Burlington, ON)
Œ-lactose (Sigma, St Louis, MO)
Vecteur pTcrHi s (Invitrogen, Burlington, ON)
Bactéries DH5Œ (Invitrogen, Burlington, ON)
Base milieu LB (Invitrogen, Burlington. ON)
Agar LB (Sigma, St Louis, MO)
Ampicilline (Invitrogen, Burlington, ON)
Ensemble de purification Gfx PCR (Amersham Biosciences, Piscataway, NI)
BamHI (Invitrogen, Burlington. ON)
EcoRI (Invitrogen. Burlington, ON)
Agarose (Gibco BRL. Grand Island, NY)
RNase A (Qiagen. Mississauga. ON)
Ensemble maxi-prep (Qiagen. Mississauga. ON)
IPTG (Invitrogen, Burlinglon, ON)
Lactose-agarose (Sigma, St Louis, MO)
nRésine Probond (Invitrogen, Burlington, ON)
Acrylamide (Invitrogen, Burlington. ON)
Bis [sulfosuccinimidylJ suberate (B S3) (Sigma, St Louis, MO)
Enzyme EK Max (Invitrogen, Burlington, ON)
Résine EK Away (Invitrogen, Burlington, ON)
Solution acide bicinchoninic (Sigma, St Louis, MO)
Solution suiphate de cuivre (II) (Sigma, St Louis, MO)
Silver Stain plus (BioRad, Mississauga, ON)
Trizol (Invitrogen, Burlington, ON)
Chloroforme (Laboratoires MAT, Beauport, QC)
Isopropanol (Laboratoires MAT, Beauport, QC)
Éthanol 95% (Les Alcools de Commerce, Brampton, ON)
Eau stérile (Abbott Laboratories, Saint-Laurent, QC)
Ensemble de détection Ribogreen (Invitrogen, Burlington, ON)
pd(N)6 3 mM (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ)
MgCl2 50 mM (Invitrogen, Burlington, ON)
dNTP 1 OmM (Invitrogen, Burlington, ON)
RNase OUT (Invitrogen, Burlington, ON)
M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen, Burlington, ON)
Taq DNA polymerase (Invitrogen, Burlington, ON)
Platinum SYBR Green qPCR supermix-UDG (Invitrogen, Burlington, ON)
Lipopolisaccharide (LPS) (Sigma, St Louis, MO)
Tampons




jTampon STET: Sucrose 8%
Tris 5OmM pH8
EDTA 5OmM
Triton X-1 00 0,5%
Tampon d’équilibration: 200 ml tampon A
NaC1 150 mM
Tampon A : Tris 2OmM
EDTA 5mM
Ajuster le pH à 7,5
Tampon B : DIT lmM
10 tablettes d’inhibiteurs de protéase (Complete)
500 mL de tampon A
Tampon C : DIT lmM
100 mM de tampon d’équilibration
Tampon D : PBS
Tampon E : Lactose 150 mM
25 ml PBS
Tampon PBS pH$ : 250 mL PBS
Ajuster le pH à 8 avec NaOH 0,5 N
Tampon imidazole 2OmM : Imidazole 2OrnM
50 ml PBS
Ajuster le pH à 8 avec HC1
jTampon imidazole 250 mM : Imidazole 250 mM
50 ml PBS
TE : Tris-HC1 10 mM
EDTA 1 mM
Ajuster le pH à 7,5
Ajuster le pH à $ avec HCY
Tampon PCR YOX : Tris base 100 mM
KC1 500 mM
Stériliser, puis aliquoter.




Bleu bromophénol 0,0 12 %
B-mercaptoéthanol 30%










CRD Gal-3 S : TAGTTAGGATCCGGCGCCCCTGCTGGGCCACTGATT
432
(expression) AS : GCAG GGAATTCAGATTATACATGGTATATGAAGC
* Toutes les amorces proviennent d’Invitrogen (Carlsbad, CA)
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Clonage du domaine CRD de gal-3
Le domaine CRD fut amplifié à partir du vecteur pTcrHisA contenant un insert gal-3.
L’ADN obtenu migra sur un gel 1,2% agarose à 100V pendant 1 heure. Les bandes à 432
paires de base furent coupées et leur ADN extrait avec un ensemble d’extraction Gfx selon
le protocole du fabriquant. L’ADN du CRD et le vecteur pTcrHisA furent digérés avec
BarnilI et EcoRI selon le protocole du fabriquant. Les digestions furent purifiées par Gfx
et 1 tl des échantillons fut repris dans 19 tl d’eau avant d’être migrés sur un gel d’agarose
1,2% à 100V pendant 1h. Le CRD digéré fut ensuite inséré dans le vecteur selon le
protocole du fabriquant selon un ratio CRD/vecteur de 2,5 :1. Un volume de 5 tl de la
ligation CRD ou du vecteur vide fut ajouté à 50 tl de bactéries DH5Œ. Les tubes furent
incubés sur glace 30 mins, puis ils furent immergés à 42°C pendant 30s pour générer un
choc thermique. Les tubes furent mis sur glace avant de d’y ajouter 250 ul de LB. Ils
furent incubés 1h à 37°C avec agitation. Des géloses LB/Ampi avec 70 pi des ligations
furent ensemencées. Les colonies CRD et vecteur vide furent repiquées et incubées en LB
avec 100 jig/ml d’ampicilline avec agitation à 37°C pendant la nuit. L’ADN bactérien des
culots fut extrait selon le protocole de mini-rapide, notre protocole maison de mini-prep.
1,5 ml de culture bactérienne fut centrifugé à 10 000 rpm pendant 3 min et le surnageant
fut enlevé. Le culot fut resuspendu dans 100 pi de tampon STET. La solution fut vortexée
pendant 30s, puis chauffée à 100°C pendant 1 mm, avant d’être centrifugée à 10 000 rpm
pendant 15 min. Le surnageant fut transféré dans un tube propre et 120 tl d’isopropanol et
7 il de NaC1 5M y furent ajoutés. Les échantillons furent mis -80°C pendant 10 mins avant
d’être centrifugés à 10 000 rpm pendant 15 min à 4°C. Les culots CRD furent récupérés
dans 20 i.tl d’eau et ceux du vecteur vide dans 15 pi d’eau. 2 pi de RNase A (2 mg/rnL)
furent ajoutés et la solution fut incubée à 37°C pendant 15 min. L’ADN fut conservé à
-20°C jusqu’à utilisation. L’ADN du CRD et du vecteur vide furent digérés avec BamHI et
EcoRI selon le protocole du fabriquant. Les échantillons migrèrent sur gel d’agarose 1,2%
à 100V pendant 1h30. Le clone 9 fut repiqué en LB et incubé à 37°C pendant 8h. Un
volume de 300 pi du clone 9 fut ajouté dans 150 ml de LB avec 100 .tg/ml d’ampicilline et
incubé avec agitation à 37°C pendant la nuit. Une maxi-prep fut faite selon le protocole du
fabriquant et l’ADN fut dosé. L’ADN CRD fut digéré avec EcoRI et BamHI puis
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l’échantillon fut migré sur gel d’agarose 1,2% à 100 V pendant 1h. L’ADN CRD fut
séquencé.
Purification de gal-3 et CRD sur colonne lactose-agarose
Un aliquot de bactéries exprimant la gal-3 ou CRD fut mis dans 250 mL de milieu LB avec
100 tg/ml d’ampicilline et fut incubé toute la nuit avec agitation à 37°C. Au matin, 50 ml
de la culture furent répartis dans chacun des deux flacons erlenmeyer stériles contenant
950 ml de milieu LB avec 100 jtg/ml d’ampicilline. La DO fut lue à chaque heure à 600nm
jusqu’à ce qu’elle atteigne 0,6 Lorsque la DO fut à 0,6, l’IPTG fut ajouté pour obtenir une
concentration de lmM et la culture fut incubée pendant 6 heures. La culture bactérienne
fur ensuite centrifugée à 4000 rpm pendant 30 minutes puis le milieu fut décanté. Les
culots furent repris dans un total de 60 ml de tampon B froid et la solution fut séparée dans
deux tubes. Ces derniers furent congelés dans un bain d’isopropanol et de glace carbonique
avant d’être transférés dans un congélateur à -80°C. Au moment voulu, les tubes furent
décongelés au bain-marie à 37°C en prenant soin à ce que les tubes restent froids. La
solution fut soniquée pendant deux cycles à 12W et un cycle à 27W. La solution fut
vortexée 1 minute entre chaque cycle. Les tubes furent recongelés dans un bain
d’isopropanol et de glace carbonique. Les étapes de décongélation, sonication et
congélation furent faites une autre fois. Les étapes de décongélation et sonication furent
refaites une fois de plus avant d’ajouter 3,5g de NaCl à la solution. Les tubes furent
vortexés 2x2 minutes. Ensuite, 340 ml de tampon B furent ajoutés pour générer un total de
400 ml de solution avec une concentration finale de NaCl de 150 mM. La solution fut
répartie dans des tubes à centrifugation et centrifugée 30 minutes à 15 000 rpm. Le
surnageant fut récupéré et un échantillon fut pris avant de passer la solution sur une
colonne de lactose-agarose préalablement équilibrée en tampon d’équilibration. Toutes les
étapes suivantes furent faites à 4°C. La colonne fut rincée avec 100 ml de tampon C et un
échantillon de l’éluat fut pris. La colonne fut rincée avec 100 ml de PBS et un échantillon
de l’éluat fut pris. La galectine-3 fut éluée avec le tampon E et un échantillon de l’éluat fut
pris. Des colonnes distinctes doivent être utilisées pour la purification de gal-3 et du CRD,
puisque la gal-3 n’est pas complètement éluée après cette étape et pourrait ainsi contaminer
le CRD. 62,5 pi de NaOH 0,5N furent ajoutés à l’éluat pour produire un pH d’environ 8.
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La résine Probond fut activée selon le protocole du fabriquant puis l’équilibrée en PBS pH
8. La colonne fut remplie avec la solution de gal-3 ou de CRD éluée et fut mise sous
agitation pendant 2 heures pour que la protéine se lie à la résine. La solution fut éluée et un
échantillon fut pris. 50 ml de PBS pH$ froid furent utilisés pour rincer la colonne et un
échantillon de Ï’éluat fut pris. La colonne fut rincée avec le tampon 20mM imidazole et un
échantillon de l’éluat fut pris. La protéine fut éluée avec le tampon imidazole 250nM et un
échantillon de Féluat fut pris. L’éluat fut transféré dans un boudin à dialyse avec
micropores et dialysa en PBS à 4°C pendant 3 jotirs. Le PBS de la dialyse fut changé à tous
les jours. La solution fut transférée dans un tube et congelée à -80°C. Après au moins 24h à
-80°C, l’échantillon fut lyophilisé et le culot repris dans le volume approprié d’eau
distillée. Les protéines furent dosées selon la méthode BCA. L’échantillon fut filtré.
aliquoté en 100 pi et conservé à -80°C jusqu’à utilisation.
SDS-PAGE
Un gel SDS-PAGE 12% acrylamide fut préparé pour les échantillons gal-3 et 15%
acrylamide fut préparé pour les échantillons CRD, avec un gel de concentration de 4%. Du
tampon Laemmli fut ajouté aux échantillons jusqu’à une concentration finale de IX et 20pi
des échantillons fut ajouté par puit. Les échantillons furent migrés pendant environ 1h30 à
100V. Le gel fut coloré au nitrate d’argent selon le protocole du fabriquant.
Pontage covalent de gal-3 et CRD
Le BS3, un agent de pontage, fut utilisé en DMEM sans sérum à une concentration de 60
mM. La gal-3 ou le CRD furent ajoutés à une concentration de 5 tg/ml en DMEM dans
sérum, en présence et absence de BS3. La réaction fut incubée à 37°C pendant 2 heures.
Les échantillons migrèrent sur un gel d’acrylamide de 4-12% et les résultats de ce pontage
furent observés suite à une coloration au nitrate d’argent.
Digestion de la séquence lis du CRD
150 tg de CRD furent digéré avec EKMax seLon le protocole du fabriquant. L’enzyme de
digestion fut isolée de la solution de CRD en passant la solution sur une résine EK-Away
selon le protocole du fabriquant. Le résultat de la digestion fut observé par un gel SDS
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PAGE 4-1 5% acrylamide coloré au nitrate d’argent des échantillons intacts, coupés et post
purification. La solution de CRD digérée (dCRD) fut mise à -80°C.
Dosage protéines par BCA
Dans une plaque 96 puits, une courbe standard fut faite en ajoutant 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20 tl
de BSA à une concentration de 1 jig/ml. Le premier puit servit de blanc et ne contenait
donc pas de BSA. 20 il de SDS 0,5% furent ajoutés par puit, puis chaque puit fut complété
avec de l’eau pour obtenir un volume total dc 60 tl. 20 tl de chacun des échantillons
solubilisés en SDS 0,5% furent ajoutés en duplicata avant d’additionner 40 tl d’eau par
puit. 10 ml de BCA furent mélangés avec 200 i1 de sulfate de cuivre (II). 240 pi de cette
solution furent ajoutés aux puits contenant les standards et les échantillons. La réaction fut
développée pendant 10 minutes et avant de lire la DO à 550 nm.
Extraction d’ARN avec Trizol
Pour chaque ml de Trizol utilisé pour reprendre les cellules, 200 pi de chloroforme furent
ajoutés à l’échantillon. Les tubes furent agités vigoureusement pendant 15s puis incubés de
2 à 3 min à température pièce. Les tubes furent secoués à nouveau et centrifugés pendant
15 min à 12 000 rpm à 4°C. La phase aqueuse (supérieure) fut récupérée et transférée dans
un tube propre. 500 pi d’isopropanol furent ajoutés par tube pour 1 ml de Trizol. Les tubes
furent agités doucement par inversion et incubés 10 min à température pièce ou toute la
nuit à -20°C. Les tubes furent centrifugés à 12 000 rpm pendant 15 min à 4°C.
L’isopropanol fut retiré et le culot fut lavé en éthanol 95%. L’éthanol fut retiré et le culot
fut séché. L’ARN fut repris dans 15 à 20 pi d’eau stérile. L’ARN fut dosé par fluorimétrie.
Dosage d’ARN par fluorimétrie
Une courbe standard fut préparée en diluant 10 pi du standard ribosomique à 200 Ig/ml
dans 500 pi de TE. Six dilutions sérielles de cette solution furent faites en combinant 250
pi de la solution précédemment mentionnée à 250 pi de TE. Le TE seul fut utilisé comme
blanc. Des dilutions 1/100 et 1/200 en TE des échantillons à tester furent préparées. 50 pi
des différents standards et des deux dilutions des échantillons à doser furent ajoutés dans
une plaque 96 puits. Le réactif fut préparé en ajoutant du Ribogreen au volume de TE
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nécessaire à un ratio de 1 :200. 50 t1 de réactif fut ajouté aux puits à doser et la
fluorescence fut lue à une longueur d’onde d’excitation de 485 uni, une longueur d’onde
d’émission de 530 uni et un « cutoff» de 495 uni.
Digestion à la UNasel
Pour chaque tg de RNA à traiter, les réactifs suivants furent ajoutés: 1 tl de tampon
réaction DNAseI ÏOX, 1 pi DNaseI lU! pi. Le volume fut complété jusqu’à 10 t1 avec de
l’eau stérile. Pour une quantité plus grande d’ARN, les volumes furent augmentés
proportionellernent. Les échantillons furent incubés à température pièce pendant 15 min
avant d’inactiver la DNaseI en ajoutant 1 tl d’EDTA 25mM par réaction. Les réactions
furent ensuite chauffées à 65°C pendant 10 min puis congelées ou mises sur glace.
RT




Mélange dNTP 4 mM
RNaseOUT 80 U
M-MLV reverse transcriptase 400 U
Volume total : 40 pi
Un cycle de 45 min fut fait à 42°C suivi d’un cycle de 5 min à 99°C. Les tubes furent mis
sur glace une fois terminé ou conservés à 4°C.
PCR quantitatif
Une dilution ¼ de la RI fut faite en eau. Comme 1 tg d’ARN avait été utilisé pour la RI,
on estime que la concentration de cDNA est de 6,25 ng/ pi.
La réaction suivante fut préparée: 10 pi de la RT diluée
Amorce sens 2 mM
Amorce anti-sens 2 mM
Eau 8%
Supermix Invitrogen iX
Volume total : 25 pi
‘V,
Le volume de RT nécessaire varie en fonction de la quantité de cDNA nécessaire. Pour la
1$S, 5 ng de cDNA furent utilisés. Toutes les autres amorces furent utilisées à 25 ng, sauf
RANKL qui fut utilisée à 50 ng. Lorsque le volume de la RT diluée utilisée était plus petit
que 10 iil, il fut complété jusqu’à 10 j.tl avec une solution de MgC12 1,25 mM. Si la
quantité de RT diluée nécessaire était plus grande que 10 jil, les volumes des réactifs furent
augmentés en respectant les ratios.
Le programme suivant fut utilisé : un cycle de 2 min à 50°C,un cycle de 15 min à 95°C, et
40 cycles de 15 s à 95°C, 30 s à 60°C, 30 s à 72°C et 15 s à 77°C. La lecture se fait à 77°C.
PCR semi-quantitatif




Taq polymerase 2,5 U
Amorce sens 0,25 mM
Amorce anti-sens 0,25 mM
Un cycle d’une minute fut fait à 94°C et de 40 cycles de 1 min à 94°C suivi de 1,5 min à
60°C. Les échantillons furent mis à 4°C.
Stimulation des ostéoblastes
Les cellules furent ensemencées à haute densité dans une plaque et furent incubées de I à 2
jours en DMEM 10% FBS avec pénicilline et streptomycine, jusqu’à ce qu’elles soient
confluentes. Elle furent ensuite sevrées en DMEM 0,5% FBS avec pénicilline et
streptomycine, pendant 24 heures. Elle furent ensuite stimulées en absence ou présence de
vitD3 (concentration finale 5OnM) avec les réactifs suivants: CRD ou dCRD (concentration
finale de I ig/ml ou 5 tg/ml), LPS (concentration finale de 1 jig/ml ou 5 tg/ml) et gal-3
commerciale (10 tg/ml). Les milieux furent récupérés après 24 heures d’incubation et les
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figure 6 Amplification de la séquence nucléotidique du CRD à partir du vecteur plcrHisA gal-3. Le
volume de la réaction PCR étant de 100 pL il fut chargé dans cinq puits à raison de 20 fl par puit.
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figure 8 : Dépistage des clones exprimant pTcrllis A CRD. La digestion fut faite avec BamHl et EcoRi.









- CRD (447 bp)
Figure 10 : Digestion de l’ADN du clone 9. La digestion fut faite avec BamHI et EcoRi. D: digéré.
Clonage de la séquence CRD
À partir d’un stock d’ADN du vecteur pTcrHis A contenant un insert de la séquence
nucléotidique permettant l’expression de gal-3, nous avons amplifié la séquence CRD et
généré, comme prévu, un fragment de 432 paires de base (figure 6). L’amorce a généré un
seul fragment, indiquant sa spécificité pour l’amplification de CRD. Le fragment CRD et le
vecteur pTcrHis A furent digérés avec BamHl et EcoRi (figure 7), une ligation fut faite
pour insérer le fragment dans le vecteur. Ce fragment fut ensuite inséré dans le vecteur
pTcrHis A, qui fut cloné dans des bactéries DH5Œ. Le fragment de CRD inséré dans le
vecteur pTcrHis A contient une quinzaine de paires de base de plus que le fragment initial,
soit 447 paires de base, dû à son insertion dans le vecteur qui contient deux sites de
digestion par EcoRi en amont et en aval du site d’insertion de CRD. Dans la figure 8, une
faible bande est visible à 447 paires de base chez les clones 5, 8, 9, 10 et 12. Toutefois,
comme le bleu de bromophénol était à concentration élevée dans les échantillons ayant
migré et que ce dernier migre à la même vitesse qu’un fragment d’ADN d’environ 300
paires de bases, les fragments de CRD apparaissent de plus faible intensité. De plus, la
qualité de la photo imprimée a grandement diminué suite à sa numérisation, réduisant




photographie, fut sélectionné pour faire une maxi-prep. Lorsque son ADN fut purifiée, elle
fut dosée par spectrométrie. Cette concentration, soit 50 jig/rnl, était très basse. Ainsi, pour
vérifier cette donnée, un total de 750 ng de vecteur pTcrHis A et de 750 ng de l’ADN du
clone 9 furent migrés. L’intensité des bandes fut observée pour évaluer la validité du
dosage fait par spectrométrie (figure 9). La bande du clone 9 était légèrement plus intense
que la bande du vecteur. Ainsi, le dosage réel de l’ADN du clone 9 est possiblement un peu
plus élevé que la concentration déterminée par spectrométrie. Comme la bande du CRD
était apparue très faiblement lors du dépistage des clones positifs, une digestion de l’ADN
du clone 9 permit de confirmer l’expression de CRD par ce clone (figure 10). Pour
s’assurer de la conservation de la séquence de CRD dans ce clone, la séquence de CRD fut
séquencée avec l’aide des amorces préalablement utilisées pour l’amplification. Lorsque la








Figure 11: Essais de pontage avec BS3 de galectine-3 et CRD. Effectué par Maxime Dussault-Laurendeau.
48
Pontage covalent de gal-3 et du CRD
Comme les ostéoblastes traités avec le CRD répondaient de façon identique à ceux traités
avec la gal-3 quant à l’expression de l’ostéocalcine, nous avons voulu confirmer que notre
CRD ne formait pas de dimères. La dimérisation joue un rôle important dans les fonctions
extracellulaires de gal-3. Cette dimérisation prend place au niveau du domaine N-terminal
par conséquent, le CRD ne devrait théoriquement pas former de dimères. Dans
l’échantillon ne contenant pas de Bis[sulfosuccinimidyl] suberate (BS3), 2 bandes sont
observées t la première, plus intense, est situés à 60 kDa et l’autre, beaucoup moins
intense, se trouve à 32 kDa (figure 11). En présence de BS3, la totalité de la galectine-3 est
présente à 60 kDa. Quant au CRD, il présente aussi 2 bandes en absence de BS3 t une à 17
kDa et l’autre à 60 kDa. Toutefois, en présence de BS3, le CRD forme une seule bande à 60
kDa.
dCRD






Figure 12 Digestion de CRD avec EK-Max.
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Digestion de CRU avec EKMax
Suite à la confirmation de la multimérisation du CRD, nous avons voulu vérifier
l’importance du fragment Ris-Tag présent sur le CRD recombinant. Le vecteur pTcrHis A
contient, en amont du site de clonage, une séquence codant pour six acides aminés
d’histidine. Cette séquence est présente pour faciliter la purification de peptides
recombinant. Toutefois, il serait possible que cette séquence soit aussi responsable de la
multimérisafion du CRD que nous avons observé. Nous avons donc utilisé l’enzyme
EKMax pour couper ce fragment présent sur notre CRD. Comme le volume de CRD à
digérer était assez grand, le volume total de CRD fut séparé en 5 pour permettre
l’utilisation de tubes eppendorf 1,5 ml, tel que recommandé dans le protocole. La digestion
avec EKMax a permis de couper efficacement le fragment Ris-Tag et le peptide Xpress’M
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Figure 13: Expression d’ostéoprotégérine par des ostéoblastes traités avec gal-3. p vs (Ctrl — VitD3)
pour les échantillons non-stimulés avec la VitD3 et pour le Ctrl + VitD3, et p vs (Ctrl + VitD3) pour les
échantillons stimulés avec la VitD3.
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Expression de l’OPG par les ostéoblastes stimulés avec gal-3
L’OPG étant un facteur important dans l’inhibition de la résorption osseuse, nous avons
voulu observer si une stimulation des ostéoblastes OA avec la gal-3 affectait l’expression
de ce gène. L’expression d’OPG par les échantillons fut calculée par rapport à l’expression
d’OPG par le contrôle sans vitD3. En l’absence de vitD3, les échantillons traités avec gal-3
augmentent leur production d’OPG de façon dose-dépendante jusqu’à atteindre une
expression trois fois plus élevée que le contrôle (figure 13). En présence de vitD3, les
échantillons expriment plus d’OPG. Le contrôle avec vitD3 exprime 2,5 fois plus d’OPG
que son homologue sans vitD3. La plus faible concentration (1 pg/ml) de gal-3 n’apporta
pas de changement à l’expression d’OPG en présence de vitD3 lorsque comparé avec le
contrôle. Par contre, la gal-3 présente à une concentration de 10 jig/ml montre une légère
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Figure 14: Expression de RANKL par des ostéoblastes traités avec gal-3. p vs (CtrI — VitD3) pour les
échantillons non-stimulés avec la VitD3 et pour le Ctrl H- VitD3, et p vs (Ctrl + VitD3) pour les échantillons
stimulés avec la VitD3.
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Expression de RANKL par les ostéoblastes traités avec gal-3
Tout comme OPG, RANKL joue un rôle important dans la résorption osseuse. Nous avons
donc voulu déterminer si une stimulation des ostéoblastes OA avec la gal-3 générait un
effet sur l’expression de ce gène. L’expression de RANKL par les échantillons fut calculée
par rapport à l’expression de RANKL par le contrôle sans vitD3. En présence et absence de
vitD3, l’expression de l’ARN messager de RANKL augmente de façon dose-dépendante
(figure 14). Une dose de gal-3 de 1 .tg/ml augmente l’expression de RANKL de 2 fois
alors que la dose de 10 jig/ml l’augmente de 13 fois en absence de vitD3. Le contrôle avec
vitD3 exprime trois fois plus de RANKL que le contrôle sans vitD3. L’augmentation de
l’expression de RANKL suite à une stimulation par gal-3 est plus marquée en présence de
vitD3. Ainsi, la dose de 1 jig/ml de gal-3 présente une expression $ fois plus élevée que le
contrôle sans vitD3 et 4 fois plus élevée que la stimulation idoine en absence de vitD3. La
différence entre les niveaux d’expression de la faible et de la haute dose de gal-3 utilisées
est moins marquée en présence de vitamine D3. Une stimulation avec 10 tg/ml de gal-3 en
présence de vitD3 augmente l’expression de gal-3 12 fois comparé au contrôle dans vitD3.
Les niveaux d’expression de RANKL suite à une stimulation à une concentration de 10
jig/ml est pratiquement la même en présence et en absence de vitD3. Toutefois, il est bon
de noter que les variations au niveau de l’expression de RANKL étaient notables entre les
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Figure 15: Stimulation des ostéoblastes OA avec dCRD. p vs (Ctrl — VitD3) pour le Ctrl + VitD3 et p vs
(Ctrl + VitD3) pour les échantillons stimulés avec la VitD3.
Expression de l’oc par les ostéoblastes en présence de dCRD
Étant donné qu’il aurait été possible que notre gal-3 n’aie pas été entièrement exempte de
LPS suite à sa purification, nous avons voulu confirmer son effet sur l’expression de l’OC
en utilisant une gal-3 comi-nerciale garantie sans LP$. De plus, les ostéoblastes furent
traités avec le CRD dans le but de déterminer l’importance du domaine N-terminal et de la
dimérisation dans l’action de la gal-3 sur les ostéoblastes. Le niveau d’expression
protéique de l’ostéocalcine a été étudié par EIA sur des milieux d’ostéoblastes stimulés
avec la gal-3 commerciale et le CRD en présence de vitD3• Les ostéoblastes stimulés avec
la gal-3 commerciale expriment l’OC à un niveau approximativement 4 fois plus bas que le
contrôle et un niveau d’expression d’OC similaire à celui observé en présence de gal-3
commerciale est observé pour la plus faible dose de CRD. Comme le CRD initiait une
réduction du niveau d’oc par les ostéoblastes, nous avons enlevé la séquence His-Tag
pour déterminer le rôle de la dimérisation de gal-3 et l’importance du domaine CRD dans
l’effet de gal-3 sur la diminution de l’expression de l’OC. Nous avons stimulé les
ostéoblastes OA avec du CRD sans Ris-Tag (dCRD) en présence de vitD3. Le niveau
d’expression de l’OC par les ostéoblastes suite à une stimulation avec le dCRD fut mesuré
par EIA (figure 15). Les résultats obtenus par l’EIA ont été rapportés sur la quantité totale,
r,,
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en fig, de protéines de chaque échantillon. Comme nous avons préalablement démontré.
Fexpression de l’oc est plus basse en absence de vitD3. Des doses de dCRD de I et 5
jig/ml on légèrement augmenté la production d’OC par les ostéoblastes comparativement
au contrôle avec vitD3. sans toutefois générer une augmentation significative. La dose de






Figure 16: Stimulation d’ostéoblastes avec LPS. p vs (Ctrl — VitD3) pour le Ctrl + VitD3 et p vs (Ctrl +
VitD3) pour les échantillons stimulés avec la VitD3.
Expression de l’oc par les ostéoblastes stimulés avec du LPS
Nos protéines recombinantes étant issues de cultures bactériennes, il serait possible que des
LPS soient liés au CRD. Il est connu que les LPS réduisent l’expression de l’OC par les
ostéoblastes. Nous avons donc tenu à vérifier l’impact des LPS sur la production d’OC par
les ostéoblastes OA dans le but de comparer ces valeurs à celles obtenues avec le CRD. Un
fois stimulés avec du LPS, le niveau d’expression de l’OC par les ostéoblastes fut mesuré
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par EIA (figure 16). En absence de vitD3, le niveau d’expression d’ostéocalcine est très
bas, soit environ le tiers du contrôle avec vitD3. L’EIA indique aussi que l’expression de
l’oc diminue du tier et de moitié en présence de LPS à 1 et 5 tg/mI, respectivement. Ce
graphique représente l’expression totale de l’ostéocalcine en pg, puisque les protéines
totales de ces échantillons n’étaient pas disponibles.
Autres manipulations
Dans l’article publié ci-joint, les méthodes et résultats concernant l’injection intra
articulaire de gal-3, l’évaluation du score histologique et de l’enflure de l’articulation, la
stimulation de chondrocytes OA par la gal-3 et la détermination, par PCR quantitatif, de
l’expression de ADAMTS-5 et de MMP-3 par ces chondrocytes seront présentés en détails.
Comme j’ai désiré garder le format de publication de l’article, la pagination ne concorde
pas avec celle de ce mémoire.
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Abstract
n this study we examine the extracellular role of galectin-3 (gal
3) in joint tissues. Following intra-articular injection of gal-3 or
vehicle in knee joints of mice, histological evaluation of articular
cartilage and subchondral bone was performed. Further studies
were then performed using human osteoarthritic (OA)
chondrocytes and subchondral bone osteoblasts, in which the
effect of gaI-3 (0 to 1 0 .tg/ml) was analyzed. Osteoblasts were
ncubated in the presence of vitamin D3 (50 nM), which is an
inducer of osteocalcin, encoded by an osteobtast terminal
differentiation gene. Genes of interest mainly expressed in either
chondrocytes or osteoblasts were analyzed with real-time RT
PCR and enzyme immunoassays. Signalling pathways
regulating osteocalcin were analyzed in the presence of gal-3.
Intra-articular injection of gal-3 induced knee swelling and
lesions in both cartilage and subchondral bone. On human OA
chondrocytes, gal-3 at 1 ig/ml stimulated ADAMTS-5
expression in chondrocytes and, at higher concentrations (5 and
1 0 jig/mI), matrix metalloproteinase-3 expression. Experiments
performed with osteoblasts showed a weak but bipolar effect on
alkaline phosphatase expression: stimulation at 1 j.tg/ml or
inhibition at 10 ).tg/ml. In the absence of vitamin D3, type I
collagen alpha 1 chain expression was inhibited by 10 jig/ml of
gal-3. The vitamin D3induced osteocalcin was strongly inhibited
in a dose-dependent manner in the presence of gal-3, at both
the mRNA and protein levels. This inhibition was mainly
mediated by phosphatidylinositol-3-kinase. These findings
indicate that high levels of extracellular gal-3, which could be
encountered locally during the inflammatory process, have
deleterious effects in both cartilage and subchondral bone
tissues.
Introduction
Osteoarthritis (OA) accounts for 40% to 60% of degenerative
ilinesses ofthe musculoskeletal system, On the whole, approx
imately 1 5% of the population suffers from OA. 0f these,
approximately 65% are 60 years of age and over. The high
incidence of this illness is rather disturbing since its frequency
increases gradually with the aging of the population.
t s well known that age is a primary risk factor for the devel
opment of OA, but the mechanisms by which aging contrib
utes to an increased susceptibility to OA are poorly
understood [11. The end point of OA is cartilage destruction,
which impairs joint movement and causes pain. In knee joints,
the cartilage destruction is associated with and/or preceded
by subchondral bone alterations [21. Joint destruction is also
associated with joint inflammation, where the synovial mem
brane plays a key role [31. The chronological events of these
phenomena are still debated in the literature. However,
because of the complexity of the disease, its initiation could
occur via any of these tissues, although inflammation of the
synovial membrane is less likely to be a primary cause. In OA,
it would appear that both cartilage and subchondral bone are
altered extracellularly [4-7]. The age-related changes in
chondrocytes result in a metabolic and phenotypic decline,
triggering chondrocytes to be less responsive to growth factor
stimulation and more prone to catabolic stimulation. Ibis
ADAMTS-5 = a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin type 1 motif; CRD = carbohydrate recognition domain; D = day; DMEM =
Dulbecco’s modified Eagle’s medium; EIA = enzyme immunoassay; FBS = fetal bovine serum; Gal-3 = galectin-3; MMP = matrix metalloproteinase;
OA = osteoarthritis; PBS = phosphate buffered saline; PI 3-kinase = phosphatidylinositol 3-kinase; rh-gal-3 = recombinant human gal-3.
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phenomenon could be the resuit of biomechanical forces as
well as biological sources, such as cycles of hypoxia, the pres
ence of reactive oxygen species, accumulation of advanced
glycation end products and the effects of inflammatory
cytokines [8-1 1]. lndeed, clinically detectable joint inflamma
tion may predict a worse radiological outcome in OA [12].
Mechanisms by which synovitis exacerbates structural dam
age in OA are complex. Synovitis induces alterations in
chondrocyte function and in subchondral bone turnover and
enhances angiogenesis [13,141. Cytokines, such as inter
leukin-1 3 and tumour necrosis factor-a, and growth factors are
mainly responsible for these processes. However, another fac
tor, gaiectin-3 (gal-3), can be markedly present in OA synovial
tissue during inflammatory phases, in which leukocyte infiltra
tion occurs [1 5]. These findings underline the potential delete
nous role of gal-3 at the pannus level, where activated
macrophages, a type of celI belonging to the leukocyte popu
lation able to secrete up to 30% of their gal-3, are present
[3,1 6,1 7]. This indicates that gal-3 could be found extracellu
larly in the joint.
The exact role of gal-3 in articular tissues is not yet known. It is
a soluble animal lectin of 30 kDa that preferentially recognizes
lactosamine and N-acetyllactosamine structures [1 8,1 9].
lntracellularly, gal-3 is invoived in a variety of processes,
including RNA splicing [20], differentiation [21], and apopto
sis [22]. Extracellularly, it is involved in cell-celI [23,24] or celI
matrix interactions [25-28]. Our recent work reported the
capacity of normal and OA human chondrocytes to synthesize
gal-3, with an increased expression level in human OA articular
cartilage [29].
In the present study, we further investigate the role of extracel
lular gal-3 in joint tissues. b this end, we first examined its in
vivo ef[ect in mice having received an intra-articular injection of
gal-3, and further investigated its effect on cells from two OA
articular tissues: cartilage and subchondral bone.
Materials and methods
Intra-articular injection of galectin-3 in mice
Six-week-old 1 29c/c mice were housed in wire cages in ani
mal rooms with controlled temperature, humidity, and light
cycles. Mice were allowed food and water aU libitum. Recom
binant human gal-3 (rh-gal-3) was prepared in our laboratory
and sterilized on a 0.2 tm filter. As the amino acid sequence
of rh-gal-3 shows 85% identical homology and 91% positive
homology with murine gal-3, we injected rh-gal-3 into the
knees of wild-type mice. Mice were distributed into 4 groups
receiving 100 ng, 1 or 10 tg of gal-3 or vehicle (PBS)
alone according to previous established protocols [30,31].
After being anaesthetized with isoflurane, a skin incision was
performed on each knee and a single injection of gal-3 or PBS
administered under the patellar ligament using a Hamilton
syringe with a 26G3t8 intradermal needle. The day of injection
was considered day O (DO); the animaIs were sacrificed 4
days after the injection. The study was performed according to
the Canadian Council on Animal Gare regulations and was
approved by the Animal Gare Committee of the University of
Montreal Hospital Centre.
Knee joint swelling calculation
Animais were examined daily and knee diameter was meas
ured using a digital calliper (model #2071 M, Mitutoyo Corpo
ration, Kawasaki, Japan) as described by Williams and
colleagues [321. The swelling corresponded to the difference
between joint diameter measured every day and joint diameter
prior to the injection.
Cartilage histological grading
Histological evaluation was performed on the sagittal sections
of the mouse knees removed at D4. Specimens were dis
sected, fixed in TissuFix #2 (Laboratoires Gilles Chaput, Mon
treal, QC, Canada), decalcified in RDO Rapid Decalcifier for
bone (Apex Engineering, Piainfield, IL, USA), and embedded in
paraffin. Serial sections (5 11m) were stained with safranin O
and toluidine blue. The modifications in cartilage and subchon
dral bone were graded on a scale of O to 20 by two blinded,
independent observers using a histologicai scale modified
from Mankin and colleagues [331. This scale was used to eval
uate the severity of modifications based on the ioss of staining
with toluidine blue (scale O to 4), cellular changes (scale O to
4), surface/structurai changes in cartilage (scale O to 5), struc
ture of the deep zone of cartilage (scale O to 4), and subchon
dral bone remodelling (scale O to 3). Scoring was based on
the most severe histological changes within each cartilage and
subchondral bone section.
Subchondral bone morphometry
The sections (5 11m) of each specimen were subjected to
safranin O staining, as previously described [34]. A Leica
DMLS microscope (Leica, Weitzlar, Germany) connected to a
personal computer (Pentium III, using Image J software,
V.1 .27, NIH, USA) was used to perform the subchondral bone
morphometry analysis. The subchondral bone surface ([1m)
was measured on each slide in two 500 1m x 250 im boxes,
using as the upper hmit, the calcified cartilage/subchondral
bone junction as previously described [34]. Iwo measure
ments were done and averaged for each section.
Human osteoarthritïs specimens
Femoral condyles and tibial plateaus were obtained from 15
OA patients (9 female and 6 male; aged 67 ± 9 years) follow
ing total knee arthroplasty. AIl patients were evaluated by a
certified rheumatologist and, based on the criteria developed
by the American College of Rheumatology Diagnostic Sub
committee for OA [35], were diagnosed as having OA. This
procedure was approved by the Ethics Committee of the Uni
versity of Montreal Hospitai Centre.
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Human chondrocyte culture
Chondrocytes were released from the articular cartilage by
sequential enzymatic digestion at 37°C, as previously
described [36,371 and cultured in DMEM (Invitrogen, Burling
ton, ON, Canada) supplemented with 10% FBS (Invitrogen)
and an antibiotic mixture (100 units/ml penicillin base, 100 Ig/
ml streptomycin base; Invitrogen) at 37°C in a humidified
atmosphere of 5% C02195% air. OnIy first-passage cultured
OA chondrocytes were used in the study. OA chondrocytes
were seeded at 1 x 1 Q5 cells in 1 2 well plates in DMEM con
taining 10°/o FBS for 48 h; the medium was then replaced for
24 h by DMEM containing 0.5% FBS, after which the cells
were incubated for 24 h in fresh media containing 0.5% FBS
in the absence or presence of rh-gal-3 (0 to 1 0 ig/ml).
Subchondral bone osteoblast culture
The overlying cartilage was removed from the tibial plateaus,
and the trabecular bone tissue was dissected from the
subchondral bone plate. Primary subchondral osteoblasts
were released as previously described [381. Briefly, subchon
dral bone samples were cut into small pieces of 2 mm2 before
sequential digestion in the presence of 1 mg/ml collagenase
type I (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) in DMEM without
serum at 37°C for 30, 30, and 240 minutes. After being
washed with the same medium, the digested subchondral
bone pieces were cultured in DMEM containing 1 0% FBS.
This medium was replaced every two days until cells were
observed in the petri dishes. At confluence, ceNs were pas
saged once in 12- or 24-well plates in DMEM containing 100/0
FBS. Experiments were per[ormed in DMEM containing 0.5%
of charcoaled FBS with or without 50 nM 1,25 [0H12 D3 (1,25-
dihydroxycholecalciferol; vitamin D3) in combination or not
with gal-3. b evaluate signalling pathways involved in vitamin
D3-stimulated osteocalcin production that are inhibited by gal-
3, cells were pre-incubated for 2 h with specific inhibitors and
then incubated for 22 h in the presence of the inhibitors and
Table 1
vitamin D3 in combination or not with gal-3. The inhibitors used
were KT5720 (inhibitor of protein kinase A; final concentration
2 1iM), KT5823 (inhibitor of protein kinase G; final concentra
tion 2 1iM), Genistein (broad inhibitor of tyrosine kinase; final
concentration 20 iM), Taxifolin (an antioxidant flavonoid; final
concentration 1 M), wortmannin finhibitor of phosphatidyli
nositol 3-kinase (PI 3-kinase); final concentration 250 nM),
PD98059 (inhibitor of mitogen-activated protein kinase
kinase-1 (MEK-1) activation; final concentration 10 iM), and
S8202 190 finhibitor of p38 mitogen-activated protein kinase;
final concentration 2 1.tM). AIl inhibitors were purchased from
Calbiochem (San Diego, CA, USA).
Realtime RT-PCR
RNA extraction and realtime RT-PCR were per[ormed as pre
viously described [291. Primers for the genes encoding a dis
integrin and metalloproteinase with thrombospondin type 1
motif (ADAMTS)-5 (aggrecanase-2), matrix metalloproteinase
(MMP)-3 (stromelysin), osteocalcin, alkaline phosphatase and
type I collagen al chain were synthesized by Invitrogen (Table
1). Data analysis was carried out using the Gene Amp 5700
Sequence Detector System software (App[ied Biosystem,
Foster City, CA, USA) and values normalized to the ribosomal
subunit 1 8S. Specific primers for type I collagen al chain
were designed using Primer3 software [391.
Osteocalcin determination
The assay measured only intact human osteocalcin and was
performed on human osteoblast-conditioned media using a
specific enzyme immunoassay (EIA) kit with a sensitivity of 0.5
ng/ml (Biomedical Technologies Inc., Stoughton, MA, USA).
Protein determination
CelIs were lysed in 0.5% sodium dodecylsulfate and proteins
quantified with the bicinchoninic acid assay [401.
Primers used for RT-PCR
Amplified gene product Primers Base pairs Reference
ADAMTS-5 S: GGCATCAUCATGTGACAC 364
AS: GCATCGTAGGTCTGTCCIG
MMP-3 S: GAAAGTCTGGGAAGAGGTGACTCCAC 284
AS: CAGTGTTGGCTGAGTGAAAGAGACCC
Osteocalcin S: CATGAGAGCCCTCACA 310 [48]
AS: AGAGCGACACCCTAGAC
Aikaline phosphatase S: TGCAGTACGAGCTGAACAG 267
AS: TGAAGACGTGGGAATGGTC
Type collagen al chain S: CCGAAGGUCCCCTGGACGA 252
AS: CGCCCTGUCGCCTGTCTCA
18S S: GAATCAGGGUCGAUCCG 279 [29]AS: CCAAGATCCAACTACGAGC
S, sense; AS, antisense.
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Mouse knee swelling measurement. Gaiectin-3 (gai-3) was injected in
both knees. Animais were examined daiiy and knee diameter measured
using a digital caliiper as described in Materials and methods. The
swelling corresponded to the difference between joint diameter meas
ured every day and joint diameter prior to the injection (DO). DO was
given the value 0f O. Control (CtD: injection of PBS. Each group con
tained four animais. versus same conditions as DO; #p versus control
of the corresponding day.
Statistîcal analysis
Data are expressed as mean ± SEM or median (range). Statis
tical analyses were the Mann-Whitney U and the two-tailed
Student’s t-tests for animal experiments and cell culture,
respectively. Resuits of p < 0.05 were considered significant.
Resuits
Intra-articular injectïon of galectin-3
As Ohshima and colleagues [15] showed that gal-3 was mark
edly present in OA synovial tissues during the inflammatory
phase and could be recovered in the synovial fluid, we
explored the potential extracellular role of gal-3. We injected
gal-3 (0.1 1, and 10 11g) into the knee joints of mice. b eval
uate the potential role of gal-3 in the inflammation process we
first determined if this molecule induces joint swelling. Data
show that the vehicle alone (control) induced a joint swelling
at Dl (p 0.0002 versus DO) (Figure 1). Although joint swell
ing at D2 was significantly lower compared to Dl (p <0.005),
a significant difference was still seen when D2 was compared
to DO (p < 0.004). Values gradually returned to the basal con
ditions. Gal-3 exacerbated and extended the swelling; thus, at
D2, gal-3 injections of 0.1, 1, and 10 11g significantly induced
higher swelling than the vehicle alone (p < 0.05, p < 0.004
and p < 0.002, respectively). This effect was sustained the
third day post-injection (p <0.006 for 0.1 jig, p <0.002 for 1
pg, p < 0.0001 for 10 kg). Finally, at D4, values tended to
return to those of the control group, although gal-3-induced
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Histoiogicai score tor mica four days after intra-articular galectin-3 (gai-
3) injection. (a) Total score, (b) cartiiage score and (c) bone histomor
phometric score. Data are expressed as median and (range) and are
presented in box plot, where the boxes represent the 1 st and 3rd quar
tues, the hne within the box represents the median, and the lines out
sida the box represent the xpread of the vaiues. Control (Cti): mice
injected with PBS. P versus control group; n = four animais per group.
Furthermore, we investigated the effect of gal-3 on cartilage
and subchondral bone using histological means. The global
histological score (median and (range)) in the control group
was 5.0 (3.5 to 6.0) whereas it reached 9.5 (7.0 to 1 2.5) (p <
0.04 versus control), 10.5 (8.5 to 1 2.5) (p < 0.02 versus con
trol) and 13 (p < 0.04 versus control) in the gal-3-injected
group with 0.1, 1, and 10 11g gal-3, respectively (Figure 2a).
The cartilage score in the control group was 3.0 (2.0 to 4.0)
whereas it reached 4.0 (3.5 to 5.5), 6.5 (7.5 to 5.5) (p <0.02
versus control) and 8 (p < 0.04 versus control) in the gal-3-
injected group with 0.1, 1, and 10 119 gal-3, respectively (Fig
ure 2b). The subchondral score in the control group was 2.0
(1.0 to 2.5) whereas it reached 3.5 (3.0 to 4.5) (p < 0.04 ver
sus control), 4.0 (3.0 to 5.0) (p < 0.04 versus control) and 5
(p < 0.04 versus control) in the gal-3-injected group with 0.1,
1, and 10 pg gal-3, respectively (Figure 2c). Therefore, both
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the cartilage parameters (structure/surface, cellularity, and
toluidine blue staining) and the subchondral bone surface
were modified by the gal-3 injection (Figure 3). These modifi
cations are illustrated in Figure 3, which shows changes in the
surface, in cellularity and remodelling of the deep layers in the
presence of gal-3 (left panel (b-d)) compared to the control
group. Destaining and modification of cefl columns were also
noticed in the presence of gal-3 (leS panel (f-h)) compared to
the control group.
Effects of galectïn-3 on chondrocytes and osteoblasts
Effect ofgalectin-3 on ADAMTS-5 and MMP-3 in human
OA chondrocytes
In vivo data strongly suggest that extracellular gal-3 affects
both chondrocytes and osteoblasts. We therefore further
explored the effects of gal-3 on human OA cells and examined
enzymes and markers of these cells. For chondrocytes, two
major enzyme systems were evaluated: ADAMTS-5 and MMP
3. Data show that human OA chondrocytes incubated with rh
gal-3 for 24 h increased ADAMTS-5 expression in a biphasic
mode. lndeed, it s interesting to note that this gene is very
sensitive to gal-3 since a concentration as low as 0.25 tg/ml
is sufficient to significantly enhance its expression. Another
peak of stimulation was obtained with a concentration of 5 11g!
ml (Figure 4). MMP-3 expression was only slightly induced at
low concentration and significance was reached at 5 ag/ml
with a major increase obtained at 1 0 .tg/ml (Figure 4).
Effects ofgalectin-3 on osteoblastic markers in human OA
subchondral bone osteoblasts
The effects of gal-3 on human osteoblasts were evaluated in
the presence or absence of vitamin D3, which allows the termi
nal differentiation of these cells. Alkaline phosphatase expres
sion was increased with gal-3 at 1 .ig/ml (p < 0.04), but not at
10 dg/ml (Figure 5a). In contrast, the latter concentration trig
gered significantly lower alkaline phosphatase expression than
1 lg/ml (p < 0.04). Alkaline phosphatase, which s upregu
lated by vitamin D3, tended to be increased with gal-3 at 1 1gI
ml (p < 0.07). A significant difference in alkaline phosphatase
expression was found between osteoblasts treated with
vitamin D3 in the presence of 1 g/ml gal-3 and vitamin D3 in
the presence of 1 0 tg/ml gal-3 (p < 0.03).
As previously described, in the absence of vitamin 03, osteo
calcin expression was maintained at a minimal level, and gal-3
had no effect on osteocalcin expression (Figure 5b). In con
trast, in the presence of vitamin D3, gal-3 induced a dose
dependent inhibition of osteocalcin expression. lndeed, vita
min 03 alone stimulated a 43-fold increase in osteocalcin
Figure 4
Figure 3
Representative histological sections of specimens from mice stained
with (a-d) safranin O or (e-h) toluidine blue (magnification xl 00). Con
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Effects of exogenous galectin-3 (gal-3) on human osteoarthritis
chondrocytes. Chondrocytes were treated with increasing concentra
tions 0f recombinant human gal-3. Both ADAMTS-5 and matrix metallo
proteinase tMMP)-3 expression were analyzed by real time RT-PCR. P
versus control (Ctl); n = 5.
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Etfects of exogenous galectin-3 (gal-3) on markers 0f subchondral
bone osteoblasts. Osteoblasts were treated with 1 or 10 lIg/ml of
recombinant human gal-3 in the presence or absence of vitamin D3.
Both (a) alkaline phosphatase and (b) osteocalcin expression were
analyzed by realtime RT-PCR. Insert illustrates the protein level of oste
ocalcin. N = 4.
10
be incapable of multimerizing and it is unable to teproduce the
effects ot whole gal-3. Results obtained with an FIA were
130.2 ± 16.5 (mean ± SEM; ng/mg protein; n = 7) for oste
oblasts treated with vitamin D3 alone, 158.5 ± 22.6 for those
treated with 1 1g/mI CRD in the presence of vitamin D3 and
163.4 ± 26.1 for those treated with 5 jig/ml CRD in the pres
ence of vitamin D3. As expected, CRD was not able to down
regulate the osteocalcin production.
As 10 pg/mI gal-3 almost entirely inhibited osteocalcin pro
duction, we further examined the signalling cascades of gal-3
inhibition of vitamin D3-stimulated osteocalcin production with
5 tg/ml gal-3, which resulted in an inhibitory effect doser to
50% (Figure 6). Vitamin D3-stimulated osteocalcin production
tended to be inhibited by genistein (35%) and SB202190
(40%), indicating that tyrosine kinases and p38 mitogen-acti
vated protein kinase may be slightly involved (Figure 6). How
ever, the addition of gal-3 in the presence of these inhibitors
still induced further inhibition, which was statistically signifi
cant (p < 0.006 and p < 0.005, respectively), indicating that
gal-3 did not induce these pathways. Ihe combination of gal-
3 with either KT5720 or KT5823 also significantly inhibited
osteocalcin production compared to their respective controls
(p < 0.008 and p <0.01, respectively), indicating that neither
protein kinase A nor protein kinase G are involved in gal-3-
inhibited osteocalcin production. This result was confirmed by
the fact that gal-3 alone and gal-3 in the presence of KT5823
did not produce results with a significant difference. In con
trast, PD98059 prevented further inhibition of osteocalcin pro
duction by gal-3. This result indicates that Erkl /Erk2 kinases
are also involved to some extent in gal-3 signalling transduc
tion. Taxifollin, an antioxidant flavonoid, also seemed to prevent
gal-3 inhibition of osteocalcin production, but this inhibitor had
the weakest effect. The most spectacular result was obtained
with an inhibitor of PI 3-kinase, wortmannin, which totally pre
vented the inhibition of osteocalcin by gal-3.
expression compared to the basal level, whereas the addition
of either 1 tg/mI gal-3 or 10 jig/mI gal-3 with vitamin D3
induced osteocalcin expression to only 26.5 (p < 0.04) and
6.5 (p < 0.0001) times the basal level, respectively. These
results were confirmed at the protein level by analyzing osteo
calcin concentration in conditioned media using an FIA. Oste
ocalcin production was inhibited by around 40% and 85% at
gal-3 concentrations of 1 and 10 pg/ml, respectively (Figure
5b, insert). We verified the inhibition of osteocalcin production
with a commercially available rh-gal-3 fR&D Systems, Minne
apolis, MN, USA). Results obtained from these experiments
were 138.7 ± 21.2 (mean ± SEM; ng/mg protein; n = 3) for
osteoblasts treated with vitamin D3 alone, 67.6 ± 7.9 for those
treated with 1 ftg/mI rh-gal-3 in the presence of vitamin D3 and
2.4 ± 0.9 for cells treated with 1 0 ig/mI rh-gal-3 in the pres
ence of vitamin D3. In addition, we made a truncated isoform
of gal-3 (Glyl 08 to 11e249) corresponding to the carbohydrate
recognition domain fCRD). Ihis truncated isoform is known to
As type I collagen s the most abundant protein of the osteoid,
we finally investigated whether gal-3 affects expression of the
type I collagen al chain in subchondral bone osteoblasts. In
the absence of vitamin D3, 10 flg/ml of gal-3 inhibited 50% of
type I collagen al chain expression (p < 0.02) but this inhibi
tory effect was partly reversed by vïtamin D3 (Figure 7).
Discussion
In the present study, we show that extracellular gal-3 induced
swelling and OA-like lesions in the knee joints of mice. These
findings were confirmed by the experiments in which we dem
onstrated in human OA chondrocytes that gal-3 stimulated the
expression of ADAMTS-5 and MMP-3, the main enzymes
involved in proteoglycan degradation in cartilage. Furthermore,
using human osteoblasts, we showed that gal-3 nhibited oste
ocalcin production, which is encoded by the most specific and
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Signalling pathways of inhibition by galectin-3 (gal-3) of vitamin D3-
stimulated osteocalcin production. Osteoblasts were treated with 5 tg/
ml of recombinant human gal-3 in the presence of vitamin D3 and oste
ocalcin was determined. Inhibitor concentrations were: KT5720, 2 tM;
KT5823, 2 pM; Genistein (Genist.), 1 jiM; Taxifollin, 1 .tM; wortmannin
(Wortma.), 250 nM; PD98059, 10 11M; and SB202190, 2 1M. *Pver
sus the autologous controt; n = 5.
Resuits obtained by Ohshima and colleagues [15] demon
strated that intra-articular production of gal-3 could occur in
joints even during OA, and particularly during inflammatory
phases. Very offen, these phases lead to hyperplasia of the
synovium, which may invade the joint space and adhere to car
tilage, generating a pannus. This pannus is composed of very
active celis such as leukocytes and, most importantly, macro
phages, which are able to secrete high levels of gal-3 when
they are activated. Therefore, we injected gal-3 into the knee
joints of mice and evaluated the structural changes. We found
that gal-3 induced a swelling that was sustained compared to
injection of PBS alone. Moreover, gal-3 injection generated
lesions that affected both cartilage and subchondral bone
tissue.
It is interesting to note that two major enzymes responsible for
proteoglycan degradation were stimuiated by gal-3. This find
ing corroborates the in vivo data, in which cartilage presented
with both alterations and fainter staining with toluidine blue n
gal-3 injected mice. However, flot ail MMPs were stimulated
by gal-3 in chondrocytes, since coilagenase-3 (MMP-13) was
unaffected (data not shown). In addition, the level of tissue
inhibitor of MMP-1 (TIMP-1), a natural protein inhibitor
produced by chondrocytes, also remained stable (data flot
shown). We show that ADAMTS-5 was more sensitive than
MMP-3 to gal-3, since its expression was stimulated with very
low concentrations of gal-3, unlike MMP-3, which required
higher concentrations for stimulation. The regulation of
ADAMTS-5 is crucial since it was recently demonstrated by
two independent groups (using knock-out mouse models) that








Effects of exogenous galectin-3 (gal-3) on type I collagen expression in
osteoblasts. Osteoblasts were treated with 1 or 10 .tg/ml of recom
binant human gal-3 in the presence or not of vitamin D3. Collagen type I
al chain expression was analyzed by realtime RT-PCR. *Pversus con
trol (Ctl; without vitamin 03 or gal-3); **p versus 11g gal-3 alone; n =
4.
oglycan degradation in cartilage destruction [41,421. On the
other hand, we so far have no explanation for the rebound
phenomenon observed for ADAMTS-5 stimulation with 1 tg/
ml gal-3.
Gal-3 not only modulated chondrocyte-expressed genes but
also those of osteoblasts. More particularly, production of
osteocalcin, which is an osteoblastic marker [43], was
strongly inhibited by gal-3. Furthermore, the multimerization of
gal-3 is needed to induce this effect since the CRD, which is
a truncated isoform of gal-3 lacking this property, has no
effect. The membranous target recognized by gal-3 is stili
unknown in osteoblasts. However, among other targets, gal-3
is able to bind integrin f31. lnterestingly, a recent study
reported that the downregulation of integrin j31 with either
small interfering RNA or blocking antibodies decreased the
vitamin D3-stimulated osteocalcin level [44]. One hypothesis is
that gal-3 may act, at least partially, by blocking integrin t31 at
the osteoblast surface. Among different cascades of regula
tion involved in the inhibition ofvitamin D3-stimulated osteocal
cm levels, the PI 3-kinase appears to be a key enzyme. This
could be related to the implication of integrins, since it has
recently been shown that several biological functions of oste
oblasts are regulated via the integrin/PI 3-kinase pathway
[45,46].
Unlike osteocalcin, type I collagen al chain expression was
downregulated only with a high gal-3 concentration. However,
vitamin D3 prevented the inhibition of type I collagen expres
sion. This latter finding raised the potential role of gal-3 in pre
venting osteoid matrix formation during the inflammatory
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of vitamin D3 since it has been shown that vitamin D3 ana
logues have immunomodulatory effects [471.
Conclusion
The presence of extracellular gal-3 in the vicinity of chondro
cytes and osteoblasts causes deleterious effects by both
downregulating the anabolic processes and upregulating the
catabolic processes. n fact, this factor may participate in car
tilage destruction and subchondral bone erosion, particularly
during the highly inflammatory phases of OA.
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DISCUSSION
Premièrement, les résultats obtenus suite à l’injection de la gal-3 au niveau de Farticulation
suggèrent qu’elle est capable d’endommager l’articulation. En effet, une augmentation
notable de l’enflure de l’articulation suite à une injection de la gal-3 ainsi qu’une
dégénération au niveau du cartilage et de l’os sous-chondral font foi de cette dégradation
initiée par la gal-3. Par conséquent, la gal-3 extracellulaire peut initier des dommages au
niveau de l’articulation. Bien que la concentration de la gal-3 dans le fluide synovial ne
soit pas significativement plus élevée que la normale, la sécrétion localisée de la gal-3 au
niveau du pannus pourrait être responsable de la dégénération de l’articulation lors de
1’OA. Les résultats obtenus par PCR quantitatif démontrent que les chondrocytes, en
présence de la gal-3, expriment plus d’ADAMTS-5 et de MMP-3, deux enzymes jouant un
rôle clé dans la dégradation des protéoglycanes. Il serait donc possible que la dégradation
de l’articulation observée chez les souris soit due à une augmentation de l’expression de
ces enzymes par les chondrocyies. Aucune explication n’a été trouvée quant à la réponse
biphasique observée pour ADAMTS-5. Toutefois. il est intéressant de noter que
l’expression d’ADAMIS-5 est beaucoup sensible à la présence de la gal-3 que MMP-3.
qui présente peu de changement au niveau de son expression avant d’atteindre la
stimulation par 10 1g/rnl de galectine-3. Toutefois, comme la gal-3 pourrait être présente à
de fortes concentrations au niveau du pannus, possiblement à la suite d’une sécrétion pal’
les macrophages, la concentration locale de la gal-3 pourrait être suffisante pour augmenter
l’expression de MMP-3.
La stimulation d’ostéoblastes OA de l’os sous-chondral avec de la gal-3 en présence ou
absence de vitamine D3 a modifié l’expression de facteurs ostéoblastiques normalement
présents. Entre autre, l’OC n’est pas exprimée par les ostéoblastes en absence de vitD3. De
plus. comme les populations nordiques voient leur apport en vitD3 diminuer en hiver, faute
d’exposition lumineuse adéquate, il est intéressant d’observer les effets de la gal-3 en
présence et absence de vitD3. La phosphatase alcaline (AP). qui est importante pour la
minéralisation de l’os, voit son expression augmenter sous de faibles concentrations de gal
3 et retourner à un niveau légèrement plus bas que le contrôle avec une concentration de
gal-3 plus élevée. L’OPG voit aussi son expression augmenter en présence de la gal-3, tout
56
comme RANKL, bien que ces résultats ne soient pas significatifs. Il est important de noter
que le ratio RANKL/OPG semble augmenter de façon dose-dépendante suite à une
stimulation avec la gal-3. En tenant compte des changements prenant place pour l’A?.
RANKL et OPG, il est possible qu’à de faibles doses, la gal-3 initie une modification du
phénotype de l’os sous-chondral et augmente Fexpression de RANKL L’os tente alors en
vain de contrer la dégénération en produisant des facteurs anaboliques comme OPG et A?.
Toutefois, comme le ratio RANKL/OPG est positif, il est fort probable que la résorption
l’emporte sur la régénération. De plus fortes concentrations de la gal-3 augmentent encore
plus l’expression de RANKL, ce qui augmente le ratio RANKL/OPG et favorise la
résorption osseuse. Si, selon notre hypothèse, la gal-3 est secrétée de façon locale au
niveau du pannus, il serait possible que de fortes concentrations de la gal-3 agissent sur
l’os sous-chondral et le modifient. Comme la résorption osseuse semble serait augmentée
chez les patients OA (Stewart et ciL, 1999). il serait possible que la gal-3 joue un rôle dans
ce processus.
La modification du phénotype ostéoblastique est aussi visible sur l’expression de l’OC.
Impliquée de la minéralisation, l’oc voit son niveau d’expression d’ARN messager et de
protéines réduit drastiquement de façon dose-dépendante suite à une stimulation avec la
gal-3. Il est important de souligner que les ostéoblastes incubés avec la gal-3 en absence de
vitD3 présentent une très faible expression d’ARNm de l’OC, qui est un marqueur des
ostéoblastes. Vu la réduction du niveau d’expression d’OC en présence de la gal-3, il serait
possible que la gal-3 induise une dédifférentiation des ostéoblastes. En ajoutant différents
inhibiteurs lors d’une stimulation avec la gal-3, il a été possible d’observer d’étudier les
potentielles voies utilisées par la gal-3 lors de son inhibition de l’expression de l’OC.
Comme la réduction de l’expression de l’OC ne fut pas renversée par tes inhibiteurs
KT5720. KT5823. génisteine et SB202190. il semble que l’inhibition ne passe pas par les
voies PKA, PKG, tyrosine kinase, ni par p38. La taxifolline. un anti-oxidant. a généré une
légère amélioration quant à la production d’OC en présence de la gal-3, ce qui laisse
suggérer un rôle mineur dans ce processus. Par contre, la wortmanine. bien que ne
renversant pas entièrement l’inhibition générée par la gal-3, présente une inhibition de
l’OC de seulement 17%, contrairement à 50% pour le contrôle. Il est donc possible que
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l’effet de la gal-3 sur l’ostéocalcine soit dépendant en partie d’une voie P13 kinase. De
plus, le PD9$059, bien que diminuant l’expression de l’OC en absence de la gal-3, peut
renverser partiellement l’inhibition de l’expression de l’oc. Ainsi, Erk 1/2 pourraient être
impliquées dans l’effet généré par la gal-3 sur l’expression de l’OC par les ostéoblastes. Le
collagène de type I étant le principal constituant de la matrice osseuse, son expression fut
aussi observée. En présence et en absence de vitamine D3, aucune différence significative
ne fut observée concernant l’expression du collagène type I.
Pour déterminer l’importance de la dimérisation dans le rôle de la gal-3 sur les
ostéoblastes, une protéine recombinante comprenant seulement le domaine CRD fut
générée. Selon Gong et al., les 11 premiers acides aminés de la séquence N-terminale sont
important dans la dimérisation de la gal-3. Ainsi, il aurait été possible qu’une délétion de
ces mêmes 11 acides aminés soit suffisante pour empêcher l’effet de la gal-3 sur les
ostéoblastes. Toutefois, comme la gal-3 peut être coupée par les MMP-2, -9 et la
collagénase-3, la délétion complète de la séquence N-terminale et du domaine semblable
au collagène fut faite pour éviter une potentielle dégradation de la gal-3 par ces molécules
potentiellement sécrétées par nos chondrocytes. comme le domaine N-terminal est
impliqué dans la dimérisation, le CRD ne devait pas se dimériser. Contre toute attente, le
CRD réduisit la production d’OC par les ostéoblastes. Notre hypothèse était que la gal-3
devait se dimériser pour produire son effet sur l’expression de l’OC par les ostéoblastes.
Par conséquent, si le CRD ne possède pas de domaine pouvant initier la multirnérisation,
son effet sur les ostéoblastes serait bloqué et elle ne devrait pas modifier la production
d’OC. Comme l’expression de l’OC diminuait en présence de CRD, soit le CRD pouvait se
dimériser et agir sur les ostéoblastes, soit le CRD seul était responsable de l’effet sur les
ostéoblastes. Pour tester notre hypothèse, la capacité du CRD à former des multimères fut
évaluée. Un essai de pontage covalent a confirmé que la gal-3 peut se dimériser en absence
et en présence d’un agent de pontage. La même chose fut observée pour le CRD qui, même
en absence de l’agent de pontage, pouvait former des multimêres. Selon leur poids, les
mulfimères du CRD semblent être des tétramères. En l’absence du domaine N-terminal, il
est possible que le CRD se multimérise via le domaine His-Tag de la protéine
recombinante, qui comprend une répétition de 6 histidines. La digestion de His-Tag généra
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le dCRD, qui ne présentait aucune dirnérisation en absence de l’agent de pontage,
contrairement à la CRD, ce qui confirme le rôle de Ris-Tag dans la multirnérisation de
cette protéine. Lorsque stimulés avec le dCRD, les ostéoblastes ne montrèrent aucune
différence quant à leur expression d’OC. Par conséquent, la gal-3 extracellulaire doit se
multirnériser pour ensuite se lier à son récepteur à la surface des ostéoblastes,
probablement via son CRD, pour engendrer une modification de l’expression de l’OC.
Comme il a déjà été démontré que les lipopolysaccharides (LPS) peuvent réduire
l’expression d’OC par les ostéoblastes (Kadono et aÏ., 1999) et que ces derniers peuvent se
lier à deux sites sur la gal-3, la spécificité de la gal-3 quant à l’effet observé chez nos
ostéoblastes fut étudiée. Dans le cas où la gal-3 serait liée à des LPS, il serait possible
qu’elle initie l’inflammation plus facilement, d’où l’importance de s’assurer de l’absence
de LPS dans la préparation de la protéine. Comme l’effet d’inhibition de l’OC est toujours
présent suite à une stimulation avec la gal-3 commerciale sans LPS, les LPS qui auraient
pu accidentellement contaminer la solution de gal-3 recombinante ne sont pas à la source
de cet effet. Toutefois, les LPS ont réduit l’expression de l’OC par les ostéoblastes, tel que
précédemment démontré. Comme la dCRD n’avait pas démontré d’inhibition de l’OC,
nous avons supposé qu’elle ne contenant pas de LPS en son site de liaison C-terminal. De
plus, cette absence d’inhibition confirme le rôle essentiel de la dimérisation de la gal-3
dans l’initiation de son effet sur les ostéoblastes OA.
Selon notre hypothèse, une phase inflammatoire initiés lors de l’OA pourrait favoriser la
sécrétion de la gal-3 par les macrophages au niveau du pannus. Comme les cellules de la
membrane synoviale peuvent aussi sécréter différents cytokines et MMPs suite à la
phagocytose de fragments de cartilage (KÏippeÏ et al., 2001), il serait possible qu’un tel
processus soit impliqué dans l’activation des macrophages, l’initiation d’une phase
inflammatoire et la sécrétion subséquente de la gal-3. Bien que la concentration de la gal-3
dans le fluide synovial mesurée par Ohshima et al. (2003) soit légèrement plus élevée que
la normale, il serait possible que la sécrétion locale de la gal-3 crée de fortes concentrations
de cette dernière au niveau du pannus. La gal-3 extracellulaire pourrait agir localement sur
les chondrocytes et ostéoblastes pour favoriser la dégradation du cartilage et par le fait
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même le relarguage de la gal-3 contenue dans les chondrocytes, initiant ainsi un cercle
vicieux. Récemment, nous avons mesuré la production de la gal-3 extracellulaire par la
membrane synoviale en présence de LPS, qui agit pour initier des conditions
inflammatoires. La sécrétion de la gal-3 suite à une stimulation avec du LPS a doublé
comparativement au contrôle. Par conséquent, la membrane synoviale inflammée est
capable d’augmenter sa sécrétion de la gal-3.
Précédemment, notre laboratoire a démontré que la gal-3 était exprimée à un niveau plus
élevé chez les chondrocytes OA que les chondrocytes normaux. Les chondrocytes ont déjà
démontré qu’ils pouvaient sécréter de la gal-3 (Hale & Wuthier, 1987) et il serait possible
qu’un quelconque stimulus augmente cette sécrétion chez les patients OA. L’augmentation
de la gal-3 dans le fluide synovial suite à une sécrétion par les chondrocytes
s’additionnerait à cette présence au niveau du paimus pour induire des changements
destructifs au niveau de l’articulation OA. Dans leur article, Ohshima et al. (2003)
démontraient que la concentration de la gal-3 dans le fluide synovial des patients OA était
légèrement plus élevée que la normale, alors que la gal-3 était présence à de très fortes
concentrations chez les patients atteints de RA. Il est probable que les échantillons obtenus
des patients OA ne représentent pas les conditions prenant place lors des phases
inflammatoires OA, où il serait possible d’observer une plus grande production de la gal-3.
De plus, Smith et al. ont démontré que chez les patients présentant un stade avancé d’OA,
la production d’IL-1 et de TNF-Œ pouvait rivaliser avec celle observée chez les patients
OA. Dans de telles circonstances, soit chez ces patients OA de stade avancé, peut-être
serait-il possible que la gal-3 soit exprimée elle aussi à des niveaux rivalisant ceux
observés chez les patients RA.
Une fois en présence de la gal-3, les chondrocytes produiraient de l’ADAMTS-5 et de la
MMP-3, alors que les ostéoblastes verraient leur phénotype se modifier pour augmenter
leur ratio RANKL/OPG et diminuer leur expression d’OC par une voie dépendant en partie
de P13 kinase. Ces modifications favoriseraient la dégradation des structures de
l’articulation, tel que vue chez les souris ayant reçu une injection de gal-3, et par le fait
même la progression de la pathologie.
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PERSPECTIVES
Différentes expériences permettraient d’éclaircir le rôle de la gal-3 extracellulaire dans la
pathologie de l’OA. Il serait possible de stimuler des ostéoblastes avec la gal-3 et le dCRD
simultanément dans le but d’observer une compétition possible entre les deux molécules.
Si, comme le veut notre théorie, la gal-3 se lie à des récepteurs en surface des ostéoblastes
via son domaine CRD, la compétition entre la gal-3 et le dCRD serait visible par un
renversement de la réduction de l’expression de l’OC initiée par la gal-3. Il serait aussi
intéressant d’observer l’impact in vivo au niveau articulaire du CRD. Une injection intra
articulaire de dCRD, une fois comparée au résultats obtenus suite à une injection intra
articulaire de la gal-3, permettrait de déterminer s’il y a une corrélation entre la
modification de l’expression de facteurs ostéoblastiques (OC, RANKL, AP, OPG) et la
dégradation encourue par l’articulation. Il serait aussi possible d’étudier les altérations
encourues par le promoteur de l’OC suite à une stimulation avec gal-3. Pour ce faire, le
promoteur de l’OC serait intégré dans un vecteur en amont d’un gène rapporteur, comme la
luciferase. Ce vecteur serait transfecté dans des lignées cellulaires d’ostéosarcome, comme
la lignée MG-63, et par la suite dans des ostéoblastes OA humains. Une stimulation
subséquente de ces cellules transfectées avec la gal-3 ou le dCRD permettrait de
déterminer si ces derniers répriment ou activent le promoteur de l’OC. Dans le but
d’identifier les ligands de gal-3 à la surface des ostéoblastes, un « pull-down assay »
pourrait être réalisé. Les protéines membranaires intégrales devraient être isolées à partir
de cellules d’ostéoblastes OA. Comme la gal-3 contient une Ris-Tag, il serait possible de
l’utiliser comme appât et ainsi identifier la ou les protéines de la fraction membranaire des
ostéoblastes qui se lient à la gal-3. L’identité des protéines pourrait être confirmée par
spectrométrie de masse ou électrophorèse bidirectionnelle. Comme nous n’avons étudié
l’expression que de quelques gènes en présence de la gal-3, il serait intéressant d’observer
la variation d’une multitude de gènes à l’aide d’un microarray effectué sur nos échantillons
d’ostéoblastes et de chondrocytes humaines traités avec la gal-3 ou le dCRD.
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CONCLUSION
Nous avons démontré que la gal-3 extracellulaire génère des effets délétères in vitro chez
les chondrocytes et les ostéoblastes OA et entraîne aussi une dégradation des structures
articulaires in vivo chez la souris. La présence de la gal-3 induit la production d’enzymes
destructrices des protéoglycanes. soit ADAMTS-5 et MMP-3, par les chondrocytes. De
plus, elle modifie le phénotype des ostéoblastes en réduisant l’expression de FOC et en
modifiant le ratio RANKL/OPG. Ces changements pourraient favoriser la destruction des
tissus de l’articulation lors de phases inflammatoires. De plus, la dimérisation de la gal-3
semble essentielle pour générer l’effet délétère sur les ostéoblastes. Bien que la gal-3 ait
été détectée au niveau du parmus des patients OA, le stimulus qui induit sa production est
toujours incomut. Comme les macrophages de la membrane synoviale peuvent sécréter de
la gal-3, il serait possible qu’une activation de ces derniers par différents cytokines lors des
phases inflammatoires puisse initier la sécrétion de cette dernière. De plus, le récepteur de
la gal-3 extracellulaire, responsable de la transmission du signal entraînant les
changements délétères, n’a pas été identifié. Comme la gal-3 possède une panoplie de
ligands. les candidats potentiels sont nombreux. Toutefois. comme l’activation du
récepteur intégrine f31 a démontré que ce dernier peut réduire l’expression de FOC initiée
par la vitD3 De plus, il est connu que l’intégrine f31 peut se lier à la gal-3. Il serait
intéressant de vérifier le rôle de ce récepteur dans la réduction de l’OC engendrée par la
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